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Uber Harnstoffbildung aus Glutamin 
3. Mitteilung’) 


Von 


F. Leuthardt 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der medizinischen Universitiitsklinik Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1940) 


Im folgenden sollen einige Befunde und Erérterungen mit- 
geteilt werden, welche die beiden ersten Arbeiten iiber diesen 
Gegenstand erginzen. Es wurde dort gezeigt, daB der Amid- 
stickstoff des Glutamins und Asparagins in der Siiugerleber sehr 
leicht in Harnstoff iibergeht, und es wurde angenommen, dab die 
Harnstoffbildung aus dem Amidstickstoff ohne intermediire Ammo- 
niakbildung durch ,Ammoniakiibertragung“ erfolgt. Diese Auf- 
fassung, die sich zuniichst auf das verschiedene Verhalten der 
Harnstoffbildung aus Ammoniak und Glutamin bei wechselnden 
Versuchsbedingungen griindete, wurde durch eine genaue Analyse 
der Diffusionsvorginge im Gewebeschnitt weiter gestiitzt. Es zeigt 
sich, daB, wihrend ein betrichtlicher Teil des im Gewebe aus 
dem Glutamin abgespaltenen Ammoniaks in die umgebende Lisung 
iibertreten miiBte, in Wirklichkeit Ammonsalze dort nur in ganz 
geringer Menge nachweisbar sind. 

Die Umsatzgeschwindigkeit des Glutamins ist viel gréBer als der 
Konzentration der NH,*-Ionen in der Suspensionsfliissigkeit ent- 
spricht. Wenn die Harnstoffsynthese aus Glutamin trotzdem iiber 
das freie Ammoniak fiihrt, muB in den Gewebsschnitten die NH,*- 
Konzentration wesentlich héher sein als auBen. Ich habe deshalb 
versucht, in Schnitten, die in glutaminhaltiger Lésung geschiittelt 
wurden, die Ammoniakkonzentration direkt zu bestimmen. Dabei 
mu8 der Stoffwechsel so rasch unterbrochen werden, daB nicht 
wihrend der Aufarbeitung ein Teil des angehiuften Ammoniaks 
verschwindet. 


) 1. Mitteilung: Diese Z. 252, 238 (1938); 2. Mitteilung: Biochem. Z. 
299, 281 (1938). 
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9 F. Leuthardt, 


Die Schnitte wurden zu diesem Zweck rasch in fliissiger Luft 
gefroren, in der gekihlten Reibschale fein zerrieben und sodann 
mit Wasser extrahiert. [Im zerriebenen Lebergewebe findet keine 
Harnstoffsynthese statt?).] Ammoniakbestimmung nach Parnas, 
Ks findet unter diesen Bedingungen eine geringe Ammoniakbildung 
statt, 10—15 y pro Gramm Gewebe. Der Mehrgehalt der Schnitte, 
die vorher mit Glutamin geschiittelt wurden, war in einer Reihe 
von Versuchen von derselben Gréfe wie die AuBenkonzentration 
des NH,, die wir friiher zu etwa 2—5 y/ccm bestimmt hatten 
(Tab. 1). 


Tabelle 1 
Versuch | NH; /g Gewebe AuBenkonzen- 
Nummer mit Glutamin *) | Kontrolle tration NH,/cem 
I 15 10 
Il 19 14 
Ill 14 10 _ 
IV 17 7,5 6 


*) Glutaminkonzentration 100 mg-°/,. 


Eine Ammoniakanhiufung im Schnitt ist also auf diesem 
Wege nicht nachweisbar. Sie ist auch wegen der guten Diffusions- 
fiihigkeit der Ammonsalze sehr wenig wahrscheinlich. 


In der 1. Mitteilung wurde gezeigt, daB der Umsatz des Glut- 
amins durch Ornithin nicht oder nur wenig gesteigert wird, auch 
in Fallen, bei denen in Schnitten aus demselben Organ die Harn- 
stofisynthese aus Ammoniumsalzen um ein Mehrfaches erhéht war. 
Aber auch die letztere Reaktion wird bei verschiedenen Tierarten 
durch Ornithin in verschiedenem Mafe beschleunigt. Beim Meer- 
schweinchen wird die katalytische Wirkung des Ornithins oft giinz- 
lich vermiBt. Bei der Ratte ist sie stets vorhanden und kann 
nach Krebs (private Mitteilung) durch eiweiBreiche Nahrung stark 
gesteigert werden. Bei der Katze bewirkt Ornithin nach eigenen 
Beobachtungen eine sehr starke Erhéhung des Ammoniakumsatzes. 
Die genannten Beispiele lassen einen Zusammenhang mit der Art 
der Ernihrung vermuten. 

Ks stellt sich nun die Frage, ob die nach dem Auswaschen 
der Schnitte verbleibenden Harnstoffbildung, die also scheinbar 
von der Gegenwart des Ornithins unabhingig ist, auf einem andern 


*) Vgl. Krebs u. Henseleit, Diese Z. 210, 33 (1932). 
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Uber Harnstoffbildung aus Glutamin 3 


Weg erfolgt, oder ob in jedem Falle die Arginasespaltung den 
letzten Schritt der Reaktion darstellt. Dieselbe Frage erhebt sich 
in bezug auf die Harnstoffbildung aus Glutamin. Solange aufer 
der Spaltung des Arginins durch die Arginase keine Reaktion 
bekannt ist, die unter physiologischen Bedingungen in mefbarer 
Menge Harnstoff liefert, méchten wir annehmen, daB alle mig- 
lichen Wege der Harnstoffbildung in diese Reaktion ausmiinden. 
Auch der Umstand, daB das Vorkommen der Arginase in der 
Leber auf diejenigen Tierklassen beschriinkt ist, die Harnstoft 
ausscheiden, spricht im gleichen Sinne. Die Harnstoffsynthese 
aus Ammoniumsalzen folgt wohl allgemein dem von Krebs und 
Henseleit”) angegebenen Schema; dagegen deuten die friiher 
beschriebenen Versuche') darauf hin, da’ die NH,-Gruppe, sei 
es in Form der Siureamidgruppe des Glutamins und Asparagins 
oder in Form der aliphatischen @-Aminogruppe, nicht erst als 
Ammoniak abgespalten wird, sondern direkt mit dem harnstoff- 
bildenden Fermentsystem reagiert (,,Umamidierung“). Ob der 
Stickstoff dieser Substrate dabei unmittelbar mit der Wirkungs- 
gruppe (Ornithin) reagiert, wie das Ammoniak, oder ob andere 
Reaktionsstufen durchlaufen werden miissen, ist unbekannt. Es 
sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, daB A. Orstrém, 
M. Orstrém und H. A. Krebs’) eine starke Steigerung der Hypo- 
xanthinbildung in der T'aubenleber durch Glutamin gefunden haben. 
Sie nehmen an, daB auch hier das Glutamin als Ammoniakiiber- 
triger beim Aufbau der Purinbase wirkt. 


Wenn man postuliert, daB das Ornithin stets an der Harn- 
stoffsynthese beteiligt ist, muB man auch annehmen, daB es sich 
im Gewebe in einer Form findet, die nicht ausgewaschen werden 
kann; es mufS daher als nicht oder nur wenig abdissoziierbare 
Wirkungsgruppe eines Fermentproteins im Protoplasma verankert 
sein. Aus dieser Annahme folgt jedoch eine neue Schwierigkeit: 
die Arginase hat einen sehr engen Spezifititsbereich. Auber dem 
natiirlich vorkommenden (-+)l-Arginin werden nur wenige Sub- 
stitutionsprodukte vom Ferment iiberhaupt angegriffen. Jede Ver- 
inderung des Carboxyls oder der Guanidingruppe hebt die Spalt- 
barkeit vollstaindig auf, ebenso Substitution eines «-Aminowasser- 
stoffs durch Alkyl; dagegen kénnen N-Acylderivate durch das 
Ferment noch angegriffen werden. Nach Felix, Miller und 
Dirr‘’) wird «-Benzoylarginin gespalten, nach Edlbacher und 


4) Diese Z. 178, 194 (1928). 


*) Biochemie. J. 33, 995 (1939). 
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4 F. Leuthardt, 


Burchard) auch ein aus Clupein gewonnenes Dipeptid, Arginyl— 
Arginin. (Dabei bleibt die Frage offen, ob Verbindungen wie das 
Benzoylarginin nicht zuerst hydrolysiert werden.) Das bei der 
Harnstofisynthese wirksame Ornithin kann also nicht in eine 
Peptidkette eingebaut sein, sondern muB, wenn es iiberhaupt 
peptidartig gebunden ist, am Ende einer solchen, und zwar in 
a«-Stellung am Stickstoff gebunden sein. Andererseits besteht 
aber auch die Méglichkeit, daB nach Aufbau der Guanidingruppe 
das Arginin abgespalten wird und in freier Form der Arginase- 
wirkung unterliegt; beim Ubergang des Ornithins in das Arginin 
miiBte also die Affinitét zum Fermentprotein so stark abnehmen, 
daB die Verbindung dissoziiert. Bei der hohen Arginasekonzen- 
tration in der Leber wiirde auch eine geringe Konzentration des 
freien Arginins eine geniigend hohe Spaltungsgeschwindigkeit 
garantieren. 


Von groBem Interesse sind in diesem Zusammenhang die 
Versuche von Schoenheimer und Mitarbeitern ®) iiber den N-Stoff- 
wechsel mit Hilfe des Stickstoffisotops N°. Die genannten Autoren 
konnten zeigen, daB nach Zufuhr von N}-haltigen Ammonium- 
salzen oder Aminosduren bei der Ratte das Arginin der Leber- 
proteine in seiner Guanidingruppe anniihernd ebensoviel des Stick- 
stoffisotops enthalt wie der vom Versuchstier ausgeschiedene Harn- 
stoff. Dieser Befund ist wohl der erste direkte Hinweis darauf, 
daB tatsiichlich das Arginin die Muttersubstanz des Harnstoffs ist. 
Schoenheimer, Ratner und Rittenberg’) machen ebenfalls 
auf die Schwierigkeit aufmerksam, die Spaltung von Arginin, das 
in EKiweiBmolekile eingebaut ist, durch Arginase zu erkliren. Sie 
nehmen deshalb an, daB das Arginin ,,potentiell frei“ ist, d. h. 
daB ein bestindiger Austausch der freien und der im EiweiB ge- 
bundenen Aminosiure stattfindet. Der auBerordentlich rasche 
Einbau von Verbindungen, die durch das N-Isotop markiert sind, 
in das OrganeiweiB laBt einen solchen Austausch durchaus még- 
lich erscheinen. 


In &hnlicher Richtung weisen auch Altere Beobachtungen 
iiber die Abspaltung des Arginins aus Proteinen bei der tryp- 
tischen Verdauung. Arginin gehért nach Dauphinée und Hunter’) 


5) Diese Z. 194, 69 (1931). 

*) J. of Biol. Chem. 127, 342 (1939); 130, 729 (1939). 
) J. of Biol. Chem. 127, 342 (1939). 

’) Biochemie. J. 24, 1128 (1930). 
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Uber Harnstoffbildung aus Glutamin 5 


zu denjenigen Aminosiuren, die bei Einwirkung von Trypsin am 
raschesten in freier Form nachweisbar werden. Bei einigen Pro- 
teinen sind schon nach wenigen Stunden 50°/, des gesamten 
Arginins in einer der'Arginasewirkung zuginglichen Form vor- 
handen. Es ist also méglich, daB auch das Arginin gewisser 
Leberproteine durch die zelleigenen Proteinasen sehr leicht frei- 
gelegt wird. 

Die genannten Tatsachen kénnen zum mindesten verstiindlich 
machen, warum das Lebergewebe durch Auswaschen die Fiahigkeit 
zur Harnstoffsynthese nicht verliert: die abdissoziierten Wirkungs- 
gruppen werden offenbar sehr rasch aus dem ,,potentiell freien“ 
Arginin der Proteine ersetzt. 

Auf Grund der friiher mitgeteilten Versuche iiber die Harn- 
stoffbildung aus Glutamin’) haben verschiedene Autoren die Még- 
lichkeit eines vom Ornithin ganz unabhingigen Weges der Harn- 
stoffsynthese erwogen (Schoenheimer, Ratner und Rittenberg ’), 
Bach®)|. Eine sichere Entscheidung der Frage ist auf Grund 
der gegenwirtig bekannten Tatsachen nicht méglich. Aus den 
oben angefiihrten Griinden méchten wir aber auch in diesem Fall 
annehmen, daB die Endstufe der Reaktion die Arginasespaltung 
ist. Die Frage, warum Zusatz von Ornithin oder Citrullin keinen 
KinfluB hat, trotzdem der Umsatz von Ammoniumsalzen im gleichen 
Gewebe stark erhéht wird, kann aber noch nicht befriedigend 
beantwortet werden. Wir méchten hier nur die Méglichkeit er- 
wiihnen, daB in den beiden Fallen an der Synthese der Guanidin- 
gruppe verschiedene Apofermente beteiligt sind, welche das Orni- 
thin mit verschiedener Affinitit binden. 

Das mit Glutamin reagierende System miiBte eine viel kleinere 
Dissoziationskonstante haben als das mit NH,* reagierende. Das 
Ornithin diffundiert dann nur zum kleinsten Teil in die umgebende 
Lésung, und weil so das Fermentprotein mit der Wirkungsgruppe 
nahezu gesittigt bleibt, ist Zusatz von Ornithin unwirksam. 

Da sich die Fermente der Harnstoffsynthese bisher nicht 
von der Zelle haben abtrennen lassen, ist eine direkte experi- 
mentelle Nachpriifung dieser Hypothese nicht mdglich. 

In einer kirzlich erschienenen Arbeit nimmt 8. J. Bach’) 
eine katalytische Wirkung des Glutamins auf die Harnstoffsynthese 
aus Ammoniumsalzen an, vergleichbar derjenigen des Ornithins 
und seine Darstellung erweckt den Anschein, als ob eine solche 


*) Biochemie. J. 33, 1833 (1939). 
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6 F. Leuthardt, 


auch aus meinem friiher mitgeteilten Versuche hervorgehen wiirde, 
Dies ist aber keineswegs der Fall. Bei Gegenwart von Glutamin 
(Lactat als Atmungssubstrat) ist der Umsatz des Ammoniaks herab- 
gesetzt wie aus Tab. 2 hervorgeht. 


Tabelle 2 


Harnstoffbildung bei gleichzeitiger Gegenwart von Glutamin 
und Ammoniumcehlorid 


Angaben in Milligramm Stickstoff pro Gramm Trockengewicht 


Ammoniak-N Amid-N 
I II I II 
Ammoniak allein ... 18,6 21,8 | 
Ammoniak + Glutamin. . 15,7 12,6 6,2 6,7 
Glutamin allein. .... 12,8 | 
Ammoniakkonzentration 12,7 mg-°/,, Glutaminkonzentration 100 mg-°/,. 


Versuchsdauer 2 Stunden. Ornithinzusatz (20 mg-°/,). 
Versuch I mit Lactat, Versuch Il mit Glucose. 


Eine Steigerung der Harnstoffbildung aus Ammoniak beob- 
achtet man dagegen bei Zusatz von Glutaminsiure, besonders in 
der Hungerleber. Da dieser Effekt, aber bei Gegenwart von Lactat 
fehlt, handelt es sich hier eher um eine Wirkung der Glutamin- 
siiure, die ihnlich derjenigen des Lactats oder Pyruvinats ist und 
nicht um eine spezifische, katalytische wie beim Ornithin. Die 
Gréfe der Harnstoffsynthese bei Zusatz eines Mols Glutaminsiure 
pro Mol Ammoniak erreicht unter unseren Versuchsbedingungen 
nie den Umsatz des Glutamins bei gleicher Konzentration. Die 
héhere Umsatzgeschwindigkeit des Glutamins liBt sich also nicht, 
wie man vermuten kénnte, durch die Wirkung der sich bildenden 
Glutaminsiure erkliren. 

Die Wirkungsweise der Atmungssubstrate (Lactat, Pyruvinat, 
Glutaminsiure), welche die Harnstoffbildung steigern, ist unklar. 
Es wurde friiher gezeigt!), der Effekt in der Leber des 
hungernden Meerschweinchens besonders groB ist, aber von der 
Ammoniakkonzentration abhingt. Mit abnehmender NH, *-Konzen- 
tration wird der Unterschied zwischen der Harnstoffbildung in 
glucose- und lactathaltiger Lisung kleiner. Bei steigender Konzen- 
tration zeigt sich sogar eine deutliche Hemmung der Harnstofl- 
synthese durch die Ammoniumsalze. Es handelt sich dabei aber 
nicht um eine irreversible Schidigung des Gewebes durch das 
Ammoniak, Bringt man nimlich die Schnitte aus einer Loésung, 


t 
( 
] 


f 
¢ 
: 
‘ 
4 
4 
4 
q 


Uber Harnstoffbildung aus Glutamin 7 


tirde, | - die nur Glucose als Atmungssubstrat enthilt (in der die Harn- : : 
amin | : stoffbildung sehr gering ist), in eine lactathaltige Lésung, so ist ae 
erab- | die UmsatzgréBe nicht geringer als bei Schnitten, die von Anfang 4 


an in Lactat geschiittelt wurden. Dies wird durch Tab. 3 illustriert. 


Tabelle 3 7 
Angaben in Milligramm Harnstoff-N pro Gramm Trockengewicht 4 
Versuch Lactat Glucose Lactat 
Nummer 1. Stunde | 2. Stunde 1. Stunde 2. Stunde 
I 5,9 | 7,4 1,7 | 7,5 i 
II 6,1 1,5 | 3,3 | 


Ammoniakkonzentration 10 mg-°/,, Lactat 100 mg-°/,, Glucose 100 mg-°/,. 


‘0° 7 Wahrscheinlich hemmt Ammoniak irgendeine Reaktion, welche 
die Glucoseoxydation mit der Harnstoffsynthese verknipft, wihrend 
dies bei Veratmung von Lactat oder Pyruvinat nicht der Fall ist. 


e0b- | In der 1. Mitteilung wurde die Méglichkeit erwogen, daB bei 
sin | der Spaltung des Glutamins nicht die Glutaminsdiure, sondern 
ctat | unmittelbar das Anhydrid, die «-Pyrrolidoncarbonsiure entstehen 
nin- kénnte. Diese Annahme basierte auf einer Beobachtung von 
und Melville), wonach bei der spontanen Hydrolyse des Glutamins bs 
Die | sich durch Titration mit Alkali in Aceton keine Vermehrung der ee 
ure Carboxylgruppen nachweisen lat. Die Versuche, die eventuell 2 
gen entstehende Pyroglutaminsiure priiparativ zu erfassen, sind aber 
Die alle fehlgeschlagen. Wir miissen daher die genannte Annahme 
cht. fallen lassen. 
den Bei den Versuchen zur Isolierung der Pyrrolidoncarbonsiure 

wurde der Umstand benutzt, daB sich die Verbindung bei kongo- 
at, saurer Reaktion mit Hssigester extrahieren libt. Die Spaltungs- 
lar. ansiitze (wiBrige Extrakte aus frischer Leber, Zusatz von 1/,,,, Mol. 
des  As,O,) wurden nach Fiallung der KiweiBkérper durch Wolframat— 
der Schwefelsiure auf ein kleines Volumen eingeengt und bei kongo- 
en-  saurer Reaktion im Kutscher-Steudelapparat mit Essigester extra- 
in f  hiert. Dabei geht eine kleine Menge einer Substanz in den Ex- = 
 trakt iiber, die nach Behandeln mit konzentrierter Salzsiure 
Glutaminsiurechlorhydrat gibt. Man erhilt aber ungefiihr dieselbe 
ver $$Menge Glutaminsiure, wenn man unter denselben Bedingungen 
las 


ng. ) Biochemic. J. 29, 184 (1935). 


| 
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eine Lésung von Glutamin extrahiert. Da in den Spaltungs. 
ansiitzen stets ein betrichtlicher Teil des Glutamins nicht hydro- 
lysiert ist, stammte die daraus erhaltene Substanz offenbar vom 
Glutamin ab. Es ist nicht zu entscheiden, ob das Siureamid 
selbst in geringer Menge in den Essigester iibergeht, oder ob es 
sich im Gleichgewicht mit einer geringen Menge der «-Pyrro- 
lidoncarbonsdure befindet, die bei der Extraktion fortwiihrend 
entfernt wird. 

Man muB daher annehmen, daf die Hauptmenge des hydro- 
lysierten Glutamins unmittelbar Glutaminsiure liefert und dal 
in den genannten Versuchen von Melville, bei denen die Spal- 
tungsdauer mehrere Tage betrug, dieselbe sekundiir in das An- 
hydrid iiberging, welches bei neutraler Reaktion die stabilere 
Form darstellt [Cannon und Wilson?})]. 


1) J. of Biol. Chem. 119, 309 (1937). 
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Uber Methoxy-glaukobiline, 
einen neuen Typ bilirubinoider Farbstoffe, 
gleichzeitig ein Beitrag 
zur Kenntnis der Gmelinschen Reaktion’’) 
Von 
Hans Fischer und Herbert Reinecke 
Mit 4 Figuren auf Tafel I 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1940) 


Vor kurzem %) veréffentlichten wir die Teilsynthese eines vinyl- 
substituierten Gallenfarbstoffs (I) und eines vinylsubstituierten 
Glaukobilins (II) entsprechend i Formulierungen: 


CH=CH, H,C PS CH, H,C=HC=——CH, 
N N N 
H H 
I 1’,8’-Dioxy -1,3,6,8-tetramethy] - 2, 7 - diviny] - bilidien- 
(2’-«-7’-y)-4,5- dipropionsiure 


Y N N N 
H 


*) PSCH, = CH,CH,COOCH, 
II 1’,8’-Dioxy- 1,3, 6, 7-tetramethy] -8 - iithy]-2- vinylbilitrien- 
(2’-«-4’-ms)- 4, 5- dipropionsiure - dimethylester 

Die beiden Korper sind miteinander isomer, unterscheiden sich 
aber in bezug auf die Anordnung der Substituenten im Kern IV. 
Kérper II stimmt in bezug auf die Anordnung der Seitenketten 
mit Bilirubin tiberein. Durch Hydrierung mit Zinkstaub—EKis- 
essig 4) sollte Dihydro-mesobilirubin erhiltlich sein. Durch 


4 28, Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 27. Mitteilung 
Diese Z. 262, 37 (1939). 

*) Die Arbeit war experimentell abgeschlossen im Juni 1939. Aus 
jiuBeren Griinden kann erst jetzt die Verdéffentlichung erfolgen. 

5) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 258, 10 (1939). 

4) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 198 (1932); vgl. auch Diese Z. 


206, 203 (1932). 
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vorsichtige, katalytische Reduktion miiBte Glaukobilin IX erhilt- 
lich sein. Beabsichtigt war auch die Dehydrierung des Bilirubi- 
noids I zum entsprechenden Biliverdin. Beim Meso-bilirubin und 
Bilirubin ist diese Reaktion bereits durchgefiihrt, jedoch ist die 
Ausbeute beim Bilirubin wenig befriedigend und insbesondere ist 
das Biliverdin auf diesem Wege nur schwer zu krystallisieren. 


Sehr glatt geht dagegen die Dehydrierung mit Hilfe von 
Chinon in Hisessig, das sich auch schon bei der Glaukobilin- 
darstellung*) bewihrt hatte und in sehr guter Ausbeute entsteht 
Biliverdin folgender Formulierung: 


| 
| 


H,C——=CH=CH, MSP—=CH, 


H 


das noch in den Ferrobilindiester iibergefiihrt wurde. Auch der 
Biliverdindimethylester*) wurde in schén krystallisiertem Zustand 
erhalten. Fir Identifizierungszwecke wiirden sich die beiden ge- 
nannten Ester besonders eignen, denn beide haben scharfe, ver- 
hiltnismiBig niedrige Schmelzpunkte, so daB hier auch Misch- 
schmelzpunkte durchfiihrbar sind. 


Fiir diese Synthesen war notwendig die bereits beschriebene 
Vinyl-neoxanthobilirubinsiure, deren Gewinnung verbessert wurde 
durch EingieBen der Resorcinschmelze des Bilirubins in Leitungs- 
wasser. Darin flocken, insbesondere nach Zusatz von Ammon- 
chlorid die in ihrer Konstitution noch nicht aufgeklirten Teile 
aus, die in Chloroform unléslich sind, wahrend das ,,Vinylmethen“ 
in Lésung bleibt. Nach Ansiuern des Filtrats scheidet sich dann 
in der Regel der Vinylkérper hellgelb ab. Er wird abgesaugt 
und nach dem Trocknen mit Chloroform extrahiert. Nach Ein- 
dampfen und Verdriingen des Chloroforms mit Methanol krystalli- 
siert der Vinylkérper hellgelb aus. 


Zunichst wurde von neuem das Bilirubinoid IT gewonnen 
und Ferrobilinester und ein komplexes, griingefirbtes Zinksalz in 
schén krystallisiertem Zustand erhalten. Beim Zinksalz kommt 
1 Zinkatom auf 4 Pyrrolkerne. Man wird ihm infolgedessen die 
folzende Formel zuerteilen miissen: 


 H. Fischer u. H. Haberland, Diese Z. 232, 198 (1935). 
*) R. Lemberg, A. 499, 25 (1932). 
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H, "| | SM MSP, =CH, 
ok — 
N N 

Zn IV 


Weiterhin wurde Vinyl-neoxanthobilirubinsiure mit Formyl- 
neoxanthobilirubinsiure kondensiert und so ein neues Monoviny]l- 
slaukobilin folgender Formulierung erhalten, die 1,8 - Dioxy- 
1,3,6,8-tetramethy] 4,5-dipropionsiure: 


3 | | 2 3 


N N N N 
H Vv 

Der KG6rper ist also isomer mit II, nur im Kern IV sind gegen- 
iiber II Methyl- und Athylgruppe vertauscht. Von ihm wurde 
der Ferrobilin-dimethylester gewonnen, der durch gute Krystalli- 
sationsfahigkeit ausgezeichnet ist und bei 262° schmilzt. Zum 
Vergleich wurde dann Ferrobilin von II gewonnen, das mit ihm in 
allen Kigenschaften auSerordentlich ihnlich ist, auch im Schmelz- 
punkt iibereinstimmt. Auch das Zinkkomplexsalz von II ist durch 
gute Krystallisationsfahigkeit ausgezeichnet. 

Im folgenden geben wir eine Ubersicht iiber die Eigen- 
schaften von Meso-glaukobilin, den beiden isomeren Mono-vinyl- 
glaukobilinen und Biliverdin. Die Unterschiede im Schmelzpunkt 
sind nicht groB, dagegen geben die verschiedenen Individuen mit- 
einander im Mischschmelzpunkt deutlich erkennbare Depressionen. 
Im Debye-Scherrer-Diagramm sind groBe Ahnlichkeiten vor- 
handen. Nur Kérper D ist stark verschieden, sichtlich bedingt 
durch den Vertausch des Methyl- und Athylrestes im Kern IV. 
Dagegen scheint der Unterschied, ob Vinyl- oder Athylrest vor- 
handen ist, keine groBe Differenz zu bedeuten, wie das aus der 
{ibereinstimmung der ersten 3 Praparate hervorgeht. 

Auffallend ist die auBerordentliche Ahnlichkeit der drei un- 
symmetrisch gebauten Glaukobiline (I, II, III) in der Debye- 
Scherrer-Aufnahme. 


Die Debye-Scherrer- Diagramme wurden von Herrn 
Dr. W. Siedel und Herrn Dipl.-Ing. H. Plieninger aufgenommen. 
Wir danken ihnen auch an dieser Stelle bestens. 


Weiter berichten wir iiber ein neues Hexapyrren, das 
1,3,6, 7,10, 12-Hexamethyl-2, 11-divinyl-4,5,8, 9-tetrapropionsiure- 
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Vergleich von Glaukobilin, Mono-vinylglaukobilin 
und Biliverdin 


Ferro- | * Zn-Jod- 
Schmp.| bilinester| Krystall-]|_ Debye- Spek- 
in ° Schmp. form Scherrer trum 
in ° mu 
diester 205 ja 627 
Mono - vinylglauko- 
| 262 | ZF |B Formel | 634 


Biliverdin- diester | 213 | C Formel 642 
Schmp. 
Mono - vinylglauko- ono 


das durch 
Kondensation von Vinyl-neoxanthobilirubinsiure mit 3,3’-Di- 
methyl1- 5, 5’- dibrommethyl- pyrromethen - hydrobromid - 4, 4’- dipro- 
pionsiiure entstand. Ks zeichnet sich durch gute Krystallisations- 
fihigkeit aus. Auch die Analyse gab stimmende Zahlen. 

Auch mit dem Studium der T'ripyrrene*) haben wir uns weiter 
beschiftigt. Seinerzeit hatten wir vermutet, daB die violette Stufe 
bei der Gmelinschen Reaktion durch Tripyrrenbildung bedingt 
sei, weil Brom-oxy-tripyrrene eine ausgezeichnete positive Reaktion 
mit Zinkacetat—Jod gaben, ganz analog der der bilirubinoiden 
Farbstoffe. DemgemaB war zu erwarten, daB auch nach Aus- 
tausch des Kernbromatoms gegen OH-Gruppe eine positive Jod— 
Zink-Reaktion zu beobachten sei. Von uns sind bis jetzt 2 Di- 
oxy-tripyrrene, und zwar folgender Konstitution*) isoliert worden: 


H,C,0OC——CH, 
| 
N NH N 
VI * =C,H, VIL *) = CH,CH,COOH 


Diese zeigen jedoch andere Eigenschaften, insbesondere ist die 
Zinkacetat—Jod-Reaktion negativ. 

Gegen dieses Resultat konnte der Kinwand gemacht werden 
der andersartigen Substituenten durch die beiden Carbiathoxyreste. 


1 H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 258, 12 (1939). 
*) Korper V. 

5) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, 83 (1939). 
4) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 237 (1931). 
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Methoxy-glaukobiline, ein neuer Typ bilirubinoider Farbstoffe usw. 13 


Es wurde deshalb der a. a. O. beschriebene 1’- Oxy - 6’- brom- 
2, 3, 6-trimethyl- 1, 5-diathyl-tripyrren -4-propionsiuremethylester 
folgender Formulierung 

H,C-—=PSM ——,CH, 


H, CH, 3 | 
| | | 
HOW J———cH 


N N NH 


durch Behandlung mit Kaliumacetat in 1’,6’-Dioxy-2,3,6-trimethyl- 
iibergefiihrt. Dieser 
krystallisiert prachtvoll. Es gibt mit Zinkacetat keine Fluores- 
cenz und Farbung. DemgemiaB kann die violette Stufe der 
Gmelin-Reaktion nicht durch Dioxy-tripyrrenbildung 
erklirt werden. 

Fiir unwahrscheinlich halten wir, daB durch verschiedenartige 
Substitution etwa ein anderes Resultat erhalten werden kann, 
trotzdem aber halten wir es fiir notwendig, daB die zahlreichen 
gebromten Tripyrrene, die wir bereits beschrieben’) haben und die 
in der Zinkacetat—Jod-Reaktion sich positiv verhalten, weiter unter- 
sucht und in Dioxy-tripyrrene tibergefiihrt werden. Fiir die Ent- 
scheidung der Frage aber, ob Trioxy-tripyrrene bei der Gmelin- 
schen Reaktion auftreten kénnen, war wie schon hervorgehoben 
(a. a. O., S. 89) die Isolierung der violetten Stufe bei der Oxydation 
von bilirubinoiden Farbstoffen notwendig. Nachdem sich die Chinon- 
dehydrierung fiir die Gewinnung des Biliverdins als zweckmabig 
erwiesen hatte, lag es nahe, diese Methode auf Glaukobilin zu iiber- 
tragen. Sie versagte indessen hier vollig. Interessanterweise sind 
nun die Zinkkomplexsalze der Glaukobiline der Dehydrierung mit 
Chinon zuginglich, und es gelang durch diesen zum erstenmal 
angewandten Kunstgriff ganz allgemein, neuartige Farbstoffe 
zu erhalten, in denen das komplex gebundene Zink erhalten blieb. 
Die Zinksalze sind durch gute Krystallisationsfihigkeit aus- 
gezeichnet. Uber ihre Analyse wird demniichst berichtet. Die 
Zinkkomplexsalze sind durch groBe Unbestiindigkeit Siuren gegen- 
liber ausgezeichnet (wie auch in der Chlorophylireihe) und es laBt 
sich hier schon durch Behandlung mit verdiinnter Salzsiure das 
komplex gebundene Zink entfernen. 

Das Verfahren wurde zuerst am Atioglaukobilin-zinksalz an- 
gewandt und es wurde ein neuer Kérper in prachtvoll krystalli- 
siertem Zustand gewonnen. Die Analyse brachte nun insofern 
eine Uberraschung, als der Kérper 2 Methoxyle besaB und Werte 


Br 


1) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, 83 (1939). 
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gab, die gut stimmten auf Dimethoxy-itioglaukobilin folgender 
Formulierung, 


HO— 


H,C 


N | N N | N 
OCH, H IX OCH, 
wobei auch wasserstoffreichere Formeln (vgl. unten) in Betracht 
zu ziehen sind. Der Kérper ist ausgezeichnet durch ein schin 
krystallisiertes Kupfersalz, qualitativ tiberzeugten wir uns, daf 
auch weitere Komplexsalze ohne Schwierigkeiten erhialtlich sind. 
Die Analyse des Kupfersalzes ergab eindeutig eine Herabminde- 
rung des Methoxyls fast auf 0; es muf also eine Reduktion er- 
folet sein, auBerdem Absprengung eines Pyrrolkerns, es scheint 
also ein Dioxy-tripyrren oder ein ‘T'rioxy-tripyrren entstanden zu 
sein. Die analytischen Werte liegen sehr nahe beieinander (vgl. 
experimenteller Teil) und wir miissen die Diskussion iiber die 
Konstitution dieses Kérpers einer weiteren Arbeit iiberlassen, 
wobei natiirlich noch weitere mit herangezogen 
werden [vgl. die Bemerkung ”), 8. 9}. 

Glaukobilin- IXe sowie Glaukobilin-dimethyl- 
ester XIII@ wurden dann in gleicher Weise in die noch un- 
bekannten Zinkkomplexsalze iibergefiihrt und ebenfalls nach der 
neuen Methode mit Chinon und Methylalkohol oxydiert zur vio- 
letten Stufe'), Beide Kérper sind durch ausgezeichnete Krystall- 
sationsfihigkeit gekennzeichnet. Die Ausbeute ist praktisch quanti- 
tativ. Auch hier stimmten die Analysen auf einen Eintritt von 
2 Methoxylen, entsprechend folgenden Formulierungen: 


H.C. GH, HC. PSM MSP._CH, 


C,H, 


OH 


Ho. | 


A, 


ard 


oder 


“4 


N | 
OCH, 


H 


x 


N 


M 


XI 


N 


| 
OCH, 
_ Aa, 


| 


| 


OCH, 


N 
H 


1) Herr Dr. W. Siedel, dem ich die Korrektur dieser Arbeit vorlegte, 


teilte mir mit, da® von ihm und Herrn Dipl.-Ing. E. Grams bei direkter 
Einwirkung von Oxydationsmitteln auf Glaukobiline bei Anwesenheit von 
Methylalkohol gleichfalls Kérper mit 2 Methoxygruppen erhalten worden sind. 
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Methoxy-glaukobiline, ein neuer Typ bilirubinoider Farbstoffe usw. 15 


Kine Addition von Methylalkohol an die Kerne I und IV analog 


der Addition der iiberzihligen Wasserstofiatome beim Stercobilin 
halten wir tir wenig wahrscheinlich. Die feinspektroskopische 
Untersuchung soll vorgenommen werden. 

An dem Vorhandensein des Methoxyls und dem Eintritt von 
Sauerstoff kann kein Zweifel sein. Dieser ist eindeutig festgelegt, 
ebenso der Kintritt von 2 Methoxylen. Die Oxydationsstufe steht 
jedoch nicht eindeutig fest. Hier miissen weitere Analysen, ins- 
besondere auch die der krystallisationsfihigen Komplexsalze Aus- 
kunft geben. Bei der wasserstoffreicheren Formulierung wiirden 
im ,Urobilinsystem“ ein bzw. zwei asymmetrische Kohlenstofi- 
atome vorhanden sein. Durch Spaltungsversuche miiBte hier eine 
Entscheidung mdglich sein. 

Abweichend vom Verhalten des Dimethoxy-iitioglaukobilins 
war beim Dimethoxy-glaukobilindimethylester XIII, @ das gegen 
Kupferacetat. Wahrend oben eine Reduktion erfolgte, ist diese 
hier nicht mit Sicherheit nachgewiesen. Der Methoxylgehalt ent- 
spricht nur 3 Methoxylen; wahrscheinlich ist also eine partielle 
Reduktion eingetreten, und der spektroskopische Befund deutet 
auf die Erhaltung des 4kernigen Systems hin. 

Was die Reaktion selbst anlangt, so kann man eine Anlage- 
rung von 2 Molekiilen Methylalkohol an die die Pyrrolkerne ver- 
kniipfenden Methingruppen annehmen und gegebenenfalls sekun- 
dire Dehydrierung durch das anwesende Chinon. Sehr bemerkens- 
wert erscheint es uns, daB die Reaktion nur beim Zinkkomplexsalz 
gelingt. Die Untersuchung weiterer Komplexsalze, insbesondere 
des Phyllins, ist geplant, denn das Kintreten des Methoxyls er- 
innert an sich an das Verhalten des Chlorophyllids bzw. der 
Chlorophyllide. Bei diesen hatten wir festgestellt, da8 Chinon 
das Chlorophyllid addiert unter Bildung eines Hydrochinoniithers, 
der dann bei Anwesenheit von Methylalkohol der Methanolyse 
unterliegt unter Bildung der Methoxylverbindungen'). Versuche, 
in der Chlorophyllreihe bei den Zinksalzen der Phorbide, 
Chlorine, Purpurine und Porphyrine die analoge Reaktion zu 
vollziehen, sind im Gange. Wie oben kénnte auch hier an- 
genommen werden, da’ beim Zinksalz des Glaukobilins ent- 
sprechend folgendem Schema die Addition von Chinon erfolgt 
zum Hydrochinonither, der unstabil dann der Methanolyse an- 
heimfallt. Die Reaktion spielt sich dann an 2 Methingruppen ab. 


') H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. I1/2, S. 25. 
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Saimtliche Dimethoxyglaukobiline haben ebenso wie die Kérper 
der violetten Gmelinstufe sowie die in Diese Z. 259, 83 (1939) 
beschriebenen Tripyrrene folgende Eigenschaften: 1. ihre freien 
Basen sind in Lésung rotviolett, ihre mineralsauren Salze blau- 
violett. 2. Aus Ather kénnen sie leicht mit verdiinnter (n/10) 
Salzsiure heruntergezogen werden, nicht aus ihrer Lésung in 
Chloroform. 3. Mit Zinkacetat in Methylalkohol entstehen die 
intensiv rot fluorescierenden Zinkkomplexsalze, die in der Lésung 
in der Durchsicht blau sind. IJhr Spektralbefund ergibt einen 
starken Streifen im Rot und einen schwicheren im Griin. 

Zum SchluB fragt es sich, ob im violetten Stadium der 
Gmelinschen Reaktion das Auftreten &ahnlicher Kérper an- 
genommen werden soll, wobei natiirlich statt Methoxylgruppen 
OH-Gruppen formuliert werden miiBten. Vgl. die Ausfiihrungen von 
W. Siedel, Gallenfarbstoffe, ,,.Fortschritte der Chemie organischer 
Naturstoffe“, III. Band, S. 111 ff. (1939). Wie wir schon [Diese Z. 
259, 89 (1939)] bemerkten, kann hier die Entscheidung nur gefiallt 
werden durch die Isolierung der violetten Gmelinstufen bei der 
Oxydation des Bilirubins, Biliverdins und Meso-bilirubins. Bei 
Anwendung unserer Methode der Oxydation der komplexen Zink- 
salze, wobei auBer Chinon natiirlich auch andere Dehydrierungs- 
mittel und vor allem andere Liésungsmittel Verwendung finden 
miissen, wird die Isolierung der Methoxyverbindungen kaum 
Schwierigkeiten bereiten. 


Versuche 


Ferrobilin des Biliverdins. 1 ¢ Bilirubin wurde in 50 cem Eisessig 
suspendiert und nach Zugabe von 1 g Chinon unter Riihren zum Sieden er- 
hitzt und dann etwa 5 Minuten in ein kochendes Wasserbad gehingt. Nun 
wurde auf einer Glasnutsche filtriert. Das tiefblaugriine Filtrat enthilt das 
Glaukobilin, auf der Nutsche bleibt nicht umgesetztes Bilirubin. Dieses 
wurde erneut in Eisessig suspendiert und nach Chinonzugabe zum Sieden 
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erhitzt, wie oben. Der ganze ProzeB wurde so lange wiederholt, bis nahezu 
alles Bilirubin in Liésung gegangen war. (Die vollstindige Umsetzung des 
Bilirubins in einem Arbeitsgang durch langes Kochen zu erzielen, erwies 
sich nicht als vorteilhaft.) Die gesammelten blaugriinen Filtrate wurden im 
Vakuum modglichst weit eingeengt. Es schied schied sich ein Gemisch von 
Chinhydron, Chinon und Glaukobilin ab. Es wurde filtriert und das Filtrat 
weiter eingeengt, bis erneute Krystallisation einsetzte (nicht zur Trockne). 
Der nach dem Filtrieren verbleibende Riickstand wurde mit dem ersten 
vereinigt, in etwa 200 cem Kisessig gelést, zum Sieden erhitzt und Eisen- 
chlorid hinzugegeben. Schon in der Hitze krystallisiert das Ferrobilin in 
griien Rosetten aus. Zur Analyse wurde aus Eisessig umkrystallisiert und 
bei 60° i. V. getrocknet. Kein Schmelzpunkt. 
3,912 mg Subst.: 7,170 mg CO,, 1,570 mg H,O, 0,402 mg Fe,O,. — 
3,581 mg Subst. : 0,225 cem N, (21°, 709 mm). — 6,780 mg Subst.: 4,729 mg AgCl. 
(781,0) 
Ber. C 50,71 H 4,52 N 7,17 Cl 17,90 Fe 7,15 
Gef. ,, 49,99 » 4,49 », 6,80 » 17,26 tee 


Durch Lésen in Natronlauge, Filtrieren und Ansiuern des Filtrates 
mit Essigsiiure erhilt man das freie Biliverdin. Durch Umkrystallisieren aus 
wenig Eisessig resultiert es in schénen griinen Nadeln. 


Biliverdin-dimethylester. Das Ferrobilin wurde in Natronlauge ge- 
list, filtriert, das Filtrat mit Essigsiiure angesiiuert, die ausgefallenen Flocken 
getrocknet, in Chloroform suspendiert und mit einer Diazomethanlésung in 
Chloroform versetzt. Dann wurde eingeengt, das Chloroform mit Methyl- 
alkohol verdriingt. Der Biliverdinester krystallisiert in schief abgeschnittenen 
blauen Prismen. Zur Analyse wurde aus Chloroform—Methylalkohol um- 
krystallisiert und bei 50° i. V. getrocknet. Schmelzp. 213°. 

3,488 mg Subst.: 8,766 mg CO,, 1,977 mg H,O. — 2,311 mg Subst.: 
0,196 cem N, (24°, 713 mm). — 4,048 mg Subst.: 3,092 mg AgJ. 
C,;Hsg0gN, (610,3) Ber. C 68,81 H 6,28 N 9,17 OCH, 10,16 

Gef. ,, 68,54 » 6,34 » 9,14 » 10,09. 

Der Biliverdin-dimethylester ist leicht léslich in Chloroform, schwer 
in Methylalkohol. Mit Zinkacetat und Jod in alkoholischer Lésung entsteht 
intensive Rotfluorescenz und Blaufirbung. Spektrum: I. 642; II. 586; Reihen- 
folge der Intensititen: I, II. 


Ferrobilin-dimethylester des Biliverdins. Der Biliverdin-diester 
wird in viel Eisessig gelést, zum Sieden erhitzt und mit einer Lésung von 
Kisenchlorid in Eisessig versetzt. Schon in der Hitze krystallisiert das Ferro- 
bilin aus in rechtwinklig abgeschnittenen, prismatischen Stibchen, in der 
Durehsicht blau, in der Aufsicht kupferrot. Schmelzp. 257°. Zur Analyse 
wurde aus viel Eisessig umkrystallisiert. 

4,480 mg Subst.: 8,481 mg CO,, 1,940 mg H,O, 0,420 mg Fe,O,. — 
2,790 mg Subst.: 0,176 cem N, (21°, 711 mm), — 4,322 mg Subst.: 2,581 mg AgJ. 

C,;Hs,0,N,FeCl, (809,00) 
Ber. C 51,92 H 4,93 N 6,92 Fe 6,90 OCH, 7,66 
Gef. ,, 51,63 »» 4,85 » 6,85 » 6,55 i 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 2 
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Kondensation von Formyl-neoxanthobilirubinsdure mit Vinyl. 
neoxanthobilirubinsaure zu 1’,8’- Dioxy-1,3,6,8-tetramethyl -7-athy]. 
2-viny]-bilitrien-(2’,«,4’-ms)-4,5-dipropionsiuremethylester (V). 100 mg 
beider Komponenten wurden mit 20 cem Methylalkohol und 5 cem 48°), iger 
Bromwasserstoffsiiure 2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Dann wurde in 
Chloroform gegossen, ausgewaschen und eingeengt. Aus Methylalkohol 
krystallisiert das Glaukobilin in schriig abgeschnittenen Prismen. Ausbeute 
120 mg. Sechmelzp. 225°. Sehwer in Methylalkohol, leicht in Chloroform 
mit blauer Farbe léslich. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und 
das Chloroform durch Methylalkohol vertrieben. Bei 50° wurde im Vakuum 
getrocknet. 


3,730 mg Subst.: 9,332 mg CO,, 2,150 mg H,O. — 3,080 mg Subst.: 
0,265 cem Ny, (20°, 719 mm). — 3,284 mg Subst.: 2,534 mg AgJ. 


C,;H,,O.N, (612,3) Ber. C6859 H655 OCH, 10,13 
Gef. 6814 ,, 645 ,, 9,48 10,19. 


Mit Zinkacetat, Jod und Ammoniak entsteht Griinblaufiirbung, Rot- 
fluoreseenz und folgendes Spektrum: I. 635; Il. 582; Reihenfolge der In- 
tensititen: I, II. (Spektrum von Mesobilirubin: I. 627; IL. 576.) 


Ferrobilin obigen Kondensationsproduktes. Die Darstellung des 
Ferrobilins geschah wie iiblich. Man erhiilt rechtwinklig abgeschnittene, 
prismatische Stibchen, in der Durchsicht blau, in der Aufsicht kupferrot. 
Schmelzp. 262°. Zur Analyse wurde aus viel Eisessig umkrystallisiert. 


4,620 mg Subst.: 8,688 mg CO,, 2,110 mg H,O, 0,470 mg Fe,O,. — 
2,401 mg Subst.: 0,167 eem N, (21°, 722 mm). — 4,485 mg Subst.: 2,677 mg AgJ. 


C,,Hy,O,N,FeCl, (811,02) 

Ber. C 51,75 H 5,09 N 6,91 Fe 6,88 OCH, 7,65 
Gef. ,, 51,29 » 7,62 » tea 

Ferrobilin des 1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethyl-8 -athyl-2-vinyl- 
bilitrien -(2’,«,4’-ms)-4,5-dipropionsauremethylesters (II). Das Ferro- 
bilin wurde wie itiblich dargestellt. Es krystallisiert in rechtwinklig abge- 
schnittenen, prismatischen Stiibchen, in der Durechsicht blau, in der Aufsicht 
kupferrot, vom Schmelzp. 262°. 


3,896 mg Subst.: 7,366 mg CO,, 1,641 mg H,O, 0,398 mg Fe,0Os. 


C,,H,,0,N,FeCl, (811,02) Ber. 51,79 H 5,09 Fe 6,88 
Gef. ,, 51,28 ,, 4,71 ,, 7,15. 


Zinkkomplexsalz des 1’,8’-Dioxy -1,3,6,7 - tetramethyl -8-athyl - 
(IV). Das 
Glaukobilin wird in wenig Chloroform gelést und in eine methylalkoholische 
Zinkacetatlésung gegossen. Nun wird das Chloroform herausgekocht, wobei 
sich schon in der Wirme das griine Zinkkomplexsalz abscheidet. Kein 
Schmelzpunkt. Leicht léslich in Chloroform, schwer in Methylalkohol. Zur 
Analyse wurde mit Chloroform extrahiert, das Cbioroform durch Methyl- 
alkohol vertrieben und bei 50° i. V. getrocknet. 
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Methoxy-glaukobiline, ein neuer Typ bilirubinoider Farbstoffe usw. 19 


3,772 mg Subst.: 8,552 mg CO,, 1,860 mg H,O, 0,492 mg ZnO. — 
3.677 mg Subst.: 0,294 eem N, (22°, 7,19 mm). — 3,487 mg Subst. : 2,539 mg AgJ. 


C,;H,s,0,N,Zn (675,7) 
Ber. C 62,16 H. 5,67 N 8, 
8 


29 %n9,68 OCH, 9,18 
Gef. ,, 61,838 ,, 5,52 ,, 8,75 


» 10,48 » 9,64. 


Kondensation von Vinyl-neoxanthobilirubinsaure mit 3,3’-Di- 
methyl dipropion- 
saure zum Hexapyrren. 1’,12’-Dioxy-1,3,6,7,10,12-hexamethyl-2,11-di- 
vinyl-hexapyrren-4,5,8,9-tetrapropionsauremethylester. 1 Mol 3,3’-Di- 
methyl - 4, 4’- diiithyl- 5, 5’- dibrommethyl-pyrromethen-hydrobromid wird mit 
2 Mol Vinyl-neoxanthobilirubinsiiure 30 Minuten unter Riickflub mit Methyl- 
alkohol gekocht. Die Lésung wird schnell dunkelrot, das Kondensations- 
produkt scheidet sich schon in der Wiirme aus. Schwarze, silbergliinzende 
Krystalle, Schmelzp. 242°. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert, 
das Chloroform durch Methylalkohol verdriingt und bei 50° i. V. getrocknet. 
Die Propionsiiuren waren durch die Kondensation verestert. 


3,911 mg — 0,031 mg Asche = 3,880 mg Subst.: 8,860 mg CO,, 2,129 mg 

H,O. — 3,870 mg Subst.: 0,274 eem N, (22°, 717 mm). — 4,549 mg Subst.: 
4,038 mg AgJ. 

C;;H,,0,.N,Br (1049,4) Ber. C 62,89 H 6,25 N 801 OCH, 11,82 


Zinkkomplexsalz des Atioglaukobilins (analog IV). Das Glauko- 
bilin wird in wenig Chloroform gelést und in eine methylalkoholische 
Zinkacetatlésung gegossen. Dann wird das Chloroform herausgekocht. Die 
griinen Nadeln des Zinksalzes scheiden sich aus. Kein Schmelzpunkt. 


3,851 mg Subst.: 9,199 mg CO,, 2,200 mg H,O. — 3,573 mg Subst.: 

0,314 cem N, (23°, 719 mm). 
C,,H,,0,N,Zn (561,7) Ber. C 66,23 H 6,46 N 9,98 Zn 11,68 
Gef.  ,, 65,15 » 6,39 9,09 » 11,29. 


Uberfihrung in Dimethoxy-atioglaukobilin (IX). Das Zinkkomplex- 
salz wird in wenig Chloroform gelést, in Methylalkohol gegossen und nach 
Zugabe von Chinon auf dem Wasserbad gekocht. In wenigen Sekunden 
trat bereits Umsetzung ein. Nach 2 Minuten wurde in Chloroform gegossen, 
im Scheidetrichter ausgewaschen, das Zink durch Salzsiure herausgezogen, 
nochmals ausgewaschen, getrocknet und eingeengt. Nach Verdringen des 
Chloroforms durch Methanol wurde stark eingeengt. Der violette K6érper 
krystallisierte nach dem Abkiihlen aus. Trotz der erheblichen Léslichkeit 
in Methanol gelang die Krystallisation hieraus am besten. Man erhiilt rote 
Wiirfel und Rechtecke vom Schmelzp. 193°. 


3,982, 4,095 mg Subst.: 10,201, 10,587 mg CO,, 2,950, 2,891 mg H,O. — 
4,242, 4,312 mg Subst.: 0,421 (24°, 719 mm), 0,363 (23°, 720 mm) cem Ny. — 
3,517 mg Subst.: 3,624 mg AgJ. 

C,5H,,0,N, (560,3) Ber. C 70,68 H 7,87 N 10,00 OCH, 11,07 
Gef. ,, 70,51 » 7,90 10,79 » 
69,87 »» 329 » 9,36 — 
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Mit methylalkoholischer Zinkacetatlisung tritt intensive Rotfluorescenz 
und Blaufirbung auf. 

Spektrum: I. 627; II. etwa 575 unscharf. Reihenfolge der Intensi- 
titen: I, II. 


Kupferkomplexsalz. Der Kérper wird in Methylalkohol gelést und 
mit der berechneten Menge Kupferacetat versetzt. Nach dem Einengen 
krystallisiert das Kupfersalz in blauen Prismen mit rotem Oberflichenglanz 
aus. Leicht léslich in Chloroform, schwer in Methylalkohol. Schmelzp. 245°. 

3,937 mg Subst.: 8,870 mg CO,, 2,090 mg H,O, 0,698 mg CuO. — 
3,545 mg Subst.: 0,304 eem N, (25°, 715 mm). 

C,,H;,0,N,Cu (591,87) 

Ber. C 62,85 H6,13 N 9,46 Cu 10,74 O 10,81 
C.3H,,0,N,Cu (556,80) 

Ber. C 60,42 H 5,95 N 9,19 Cu 13,92 O 10,51 
C,,;H,;,0,N,Cu (440,80) 

Ber. C 62,61 H 6,17 N 9,53 Cu 14,42 O 10,89 

Gef. ,, 61,50 0,94 » 9,24 » 

Kein Spektralbefund im Sichtbaren. 


Zinkkomplexsalz des Glaukobilin IX, «-dimethylesters. Die Dar- 
stellung geschah wie beim Atioglaukobilin beschrieben. Lange griine, ver- 
filzte Nadeln vom Schmelzp. 305°. 

4,450 mg Subst.: 10,079 mg CO,, 2,340 mg H,O, 0,530 mg ZnO. — 
3,040 mg Subst.: 0,245 cem N, (21°, 721 mm). — 5,096 mg Subst.: 3,747 mg Agu. 

(677,7) 

Ber. C 61,98 H 5,94 N 8,26 Zn 9,66 OCH, 9,16 

Gef. ,, 61,78 » 5,88 » 8,88 » 9,57 a means 

Dimethoxy-glaukobilinester (X). Es wurde wie beim Atioglaukobilin 
beschrieben (S. 19) gearbeitet. Zur Analyse wurde mit einem Ather-—Petrol- 
iither-Gemisch extrahiert. Schmelzp. 160 —162°. 


3,890 mg Subst.: 9,480 mg CO,, 2,540 mg H,O. — 2,934 mg Subst.: 
0,230 cem N, (18°, 719 mm). — 4,290 mg Subst.: 5,929 mg AgJ. 


C,,H,,0,N, (676,4) Ber. C 65,65 H7,15 N828 OCH, 18,34 
Gef. ,, 64,96 ,, 7,14 ,, 871 18,21. 


Uberfiihrung des Glaukobilin XIII o in den Dimethoxykorper. 
500 mg Glaukobilinester XIII « werden in wenig Chloroform gelést, mit 
Methylalkohol und methylalkoholischer Zinkacetatlésung versetzt und nach 
dem Erhitzen auf dem Wasserbad mit Chinon. Nach 5 Minuten wird in Chloro- 
form gegossen, das Zink durch Ausschiitteln mit verdiinnter Salzsiiure ent- 
fernt, ausgewaschen und eingeengt. Nach Verdriingen des Chloroforms 
durch Methanol krystallisiert der violette Kérper in der Kialte aus. Aus- 
beute 350 mg. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und das Chloro- 
form durch Methanol verdriingt. 


4,673 mg Subst.: 11,252 mg CO,, 2,959 mg H,O. — 3,314 mg Subst.: 
0,246 cem N, (18°, 721 mm). — 4,572 mg Subst.: 6,174 mg AgJ. 
C,,H,,O3N, (676,4) Ber. C 65,65 H 7,15 N 8,28 OCH, 18,34 

Gef. ,, 65,68 », 7,08 » 8,45 » tA. 
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Methoxy-glaukobiline, ein neuer Typ bilirubinoider Farbstoffe usw. 91 


Mit methylalkoholischer Zinkacetatlésung tritt intensive Rotfluorescenz 
und Blaufirbung auf. Spektrum: I. 626; Il. 573 unscharf. Reihenfolge 
der Intensitiiten: I, I. 


Kupferkomplexsalz. Darstellung wie beim Atioglaukobilin (violette 
Stufe). Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und das Chloroform 


durch Methylalkohol verdriingt. 


3,358 mg Subst.: 7,300 mg CO,, 1,815 mg H,0, 0,392 mg CuO. — 
3,581 mg Subst.: 0,258 ecm N, (20°, 720 mm). — 4,394 mg Subst.: 4,261 mg AgJ. 


C,;H,,0,N,Cu (676,27) 
Ber. C 62,16 H5,96 N828  Cu940 20CH, 9,18 
C,,H,.0,N,Cu (706,30) 
Ber. C 6122 H599 N7,93  Cu9,00 8380CH, 13,18 
C,7H,,0,N,Cu (736,33) 
Ber. C 6035 H603 N7,6l1  Cu863 40CH, 16,86 
Gef. ,, 59,29 , 609 , 7,95 4 7,42 » 12,81. 


Die Herabminderung an Methoxyl zeigt auch hier Reduktionswirkung 
an, wenn auch nicht so ausgesprochen wie beim Atiokérper. 


Der Kérper lést sich in Methylalkohol in blauer Farbe. Spektrum: 
I. 637; Il. 580 kaum sichtbar. Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


1’,6’- Dioxy-2, 3, 6-trimethyl-1,5-diathy] - tripyrren-4-propionsaure- 
methylester (VIII). Der 1’-Oxy-6’-brom-2, 3, 6-trimethy]-1, 5-diiithy]-tripyrren- 
4-propionsiiuremethylester wurde in Kisessig gelést und mit Kaliumacetat 
10 Minuten unter RiickfluB gekocht. Die anfangs violette Farbe ging rasch 
in orange iiber. Der Eisessig wurde im Vakuum verdampft, der Riickstand 
mit Wasser ausgewaschen und getrocknet. Durch Extraktion mit Ather 
wurde das Dioxy-tripyrren in orangegelben Krystallen erhalten. Es gab mit 
Zinkacetat keine Fluorescenz und Firbung. 


4,570 mg Subst.: 11,460 mg CO,, 2,870 mg H,O. — 3,459 mg Subst.: 
0,314 cem N, (24°, 723 mm). — 4,808 mg Subst.: 2,623 mg AgJ. 
Ber. C 6860 H7,14 N 9,62 OCH, 7,08 
Gef. ,, 68,29 » 105 » 9,93 ~ “ae 
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Nachtrag zu unserer Mitteilung: Uber die Konstitution 
der prosthetischen Gruppe des Cytochroms c’) 
Von 


Kar] Zeile und Hildegard Meyer 
(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. April 1940) 


Wir haben Veranlassung als Nachtrag zu unserer Arbeit) 
auf folgendes hinzuweisen: 

In der von uns mehrfach erwihnten Abhandlung Theorells?) 
ist auf eine vorausgehende Notiz*) in der Zeitschrift EKEnzymologia 
verwiesen, in der die Isolierung von Cystin aus ,,Porphyrin c“ 
mitgeteilt wird. Dort ist auch eine Formel fiir ,,Porphyrin c* 
angegeben. Auf Grund unserer Versuche sind wir fiir die prosthe- 
tische Gruppe des Cytochroms c zu einem damit iibereinstimmen- 
den Konstitutionsbild gelangt. Der Unterschied, der sich in der 
Formel nicht ausdriickt, besteht darin, daB es sich bei ,,Por- 
phyrin c“, das zwar anfanglich fiir ein genuines Spaltstiick ge- 
halten wurde, nach Theorells eigenen Versuchen*) um ein 
Produkt der Resynthese aus Hydrolysenspaltstiicken handelt, 
wibrend das von uns in analysenreinem Zustand isolierte Por- 
phyrin der prosthetischen Gruppe zugrunde liegt. 


1) Diese Z. 262, 178 (1939). 
*) Biochem. Z. 301, 201 (1939). 
*) Enzymologia 6, 88 (1939). 
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Zur Struktur des Seidenfibroins 
Von 
Emil Abderhalden 
(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitét Halle a. §.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1940) 


Emil Fischer und Emil Abderhalden}?) haben 1906 beim 
stufenweisen Abbau von Seidenfibroin ein aus Glykokoll und 
1(+)-Alanin bestehendes Diketopiperazin isoliert. Angewandt 
wurde die Estermethode. Die Aminosiiureester wurden durch 
Destillation entfernt, der Destillationsriickstand in Alkohol gelést 
und nach Filtration trockenes Ammoniakgas eingeleitet und zwar 
zum Zwecke der Uberfiihrung vorhandener Dipeptidester in die 
entsprechenden Diketopiperazine. Weiterhin wurde Glycyl- 
tyrosinanhydrid isoliert?). In einer ganzen Reihe in dieser 
Zeitschrift veréffentlichten Arbeiten konnte nachgewiesen werden, 
daB sich bei der Hydrolyse von zahlreichen Eiweifstotien ohne 
Anwendung der Estermethode Diketopiperazine gewinnen lassen. 
Ks entstand die Frage, ob diese im Eiweif vorgebildet 
oder aber sekundir aus Dipeptiden entstanden sind. 
Ihre Entscheidung ist von ganz erheblicher Bedeutung fiir die 
Auffassung der Struktur der Proteine. Es hat sich heraus- 
gestellt, daB eine ganze Reihe von EiweiBstoffen mit alkoholischer 
Pikrinsiiurelésung (gesittigt) plus Sodalésung (10°/,ige) eine mehr 
oder weniger starke Rotbraunfirbung ergeben. Diese Reaktion 
fallt auch mit Diketopiperazinen in der Regel positiv aus. Antiaris- 
eiweiB ergibt eine tiefbraunrote Reaktion, wihrend die Ninhydrin- 
reaktion vollkommen negativ ist. Euglobulin gibt keine Pikrin- 
siure-Reaktion (P.R.). Sie fallt mit Pseudoglobulin schwach, 
dagegen stark mit Serumalbumin, Casein (Hammarsten), schwach 
mit MuskeleiweiB aus Kabeljau und chinesischem Hiihnereiweif 
aus. Kine auffallend starke P.R. gibt Seidenpepton. 


1) Ber. chem. Ges. 39, 752 (1906). 
*) Vgl. hierzu auch Ber. chem. Ges. 39, 2315 (1906). 
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Gegen die Annahme, daB im EiweiB Diketopiperazine vor- 
gebildet sind, ist angefiihrt worden, daB die Fermente des Ver- 
dauungskanals Verbindungen dieser Art nicht anzugreifen ver- 
mégen. Bei Verfiitterung erscheinen sie ferner zum grofen Teil 
unverindert im Harn}), Hiergegen kann eingewandt werden, daf 
in EKiweiB eingebaute Diketopiperazine sich méglicherweise anders 
verhalten als die freien Verbindungen. Es kénnte z. B. die Enol- 
struktur vorhanden sein. Kin weiterer Kinwand, der merkwiirdiger- 
weise oft entgegengehalten wird, ist an sich unverstindlich. Er 
betrifft den Befund, daB bei der Hydrolyse von EiweiBstoffen in 
der Regel die frei werdenden NH,- und COOH-Gruppen sich der 
Menge nach entsprechen. Das trifft niimlich auch dann zu, wenn 
Diketopiperazine aufgespalten werden. Es bereitet nun ohne 
Zweifel gewisse Schwierigkeiten, sich vorzustellen, wie Diketopiper- 
azine mit Polypeptidketten kombiniert sein kénnten. 


Die Auffassung der Struktur der Proteine hat in den letzten 
Jahren manche Wandlungen durchgemacht. Ausgangspunkt fir 
die gesamte Diskussion auf diesem Gebiet war die Feststellung 
der Polypeptidstruktur in Proteinen durch Emil Fischer. Es 
kam dann eine Periode, in der sowohl auf dem Gebiete der 
Polysaccharide als der Proteine mit der Méglichkeit des Vor- 
handenseins von Ringstrukturen gerechnet wurde. Ich selbst ver- 
trat die Meinung, daB neben Polypeptidketten solche vorhanden 
sein kénnen. Es wurde an Diketopiperazinringe bzw. an Strukturen 
gedacht, von denen aus solche hervorgehen kinnen. Es folgte 
dann eine Periode der Ablehnung derartiger Ansichten mit der 
Betonung, die Eiweifstoffe ausschlieBlich Polypeptidketten 
darstellen. In den letzten Jahren wandte sich das Interesse wieder 
mehr der Anschauung zu, daB im Eiweifmolekiil Ringstrukturen 
vorhanden sind, und zwar auf Grund von Befunden, die mit 
physikalischen Methoden und nicht mit chemischen erhoben worden 
sind. Im Mittelpunkt dieser Diskussionen steht die Zykloltheorie 
von Wrinch. 


Es schien mir geboten, die Frage erneut in Angriff zu neh- 
men, ob in bestimmten Eiweifstoffen, die eine starke 
P.R. ergeben, Diketopiperazine vorgebildet sind, bzw. 
Strukturen vorhanden sind, aus denen solche bei der 


) Vgl. die Literatur und die letzten Beobachtungen auf diesem Gebiete 
bei E. Abderhalden (K.Weichert, H.Schumann, E. Haase), Fermentf. 
16, 182 (1940). 
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Zur Struktur des Seidenfibroins 95 


Hydrolyse entstehen. Zunichst mute erneut durch ent- 
sprechende Kontrollversuche ausgeschlossen werden, daS unter 
den angewandten Bedingungen der Hydrolyse und der Aufarbei- 
tung der durch sie sich bildenden Produkte aus Aminosiiuren 
oder Dipeptiden Diketopiperazine gebildet werden. Aus der groBen 
Zahl der ausgefiihrten Kontrollversuche seien erwihnt: Glykokoll 
und ]-Alanin wurden verestert, die Ester in Freiheit gesetzt und 
dann bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Bildung von 
Diketopiperazinen wurde an Hand der P.R. verfolgt. Es kam 
sehr bald zur Krystallbildung. Es schied sich Glycinanhydrid 
aus. Daneben entstand nach einiger Zeit Alaninanhydrid. Ein 
gemischtes Anhydrid, bestehend aus Alanin und Glykokoll lieB 
sich nicht isolieren. Weiterhin wurden die genannten Amino- 
siuren mit konzentrierter Salzsiure iibergossen und die Liésung 
stehen gelassen. Die P.R. blieb dauernd negativ. Die verwendeten 
Aminosiuren konnten annihernd quantitativ zuriickgewonnen wer- 
den. Die gleichen Aminosiuren wurden ferner mit 70°/,iger 
Schwefelsiiure iibergossen und die Liésung bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Es kam nicht zur Bildung von Diketopiperazinen. 
Weiterhin wurden mehrere Dipeptide in 70°/, iger Schwefelsiure 
gelist. Die P.R. blieb dauernd negativ. 

Nachdem erwiesen war, da unter den angewandten Be- 
dingungen eine sekundire Bildung von Diketopiperazinen aus 
Aminosaduren und Dipeptiden nicht in Frage kam, wurde Seiden- 
fibroin, das sorgsam von Seidenleim befreit war, der stufen- 
weisen Hydrolyse unterworfen. Angewandt wurden konzentrierte 
Salzsiure und 70°/,ige Schwefelsiure. Die Salzsiure wurde mit 
Natronlauge neutralisiert, wihrend die Schwefelsiure mit Baryt 
quantitativ entfernt wurde. Die zur Trockene gebrachten Produkte 
wurden je nach ihrer Beschaffenheit entweder direkt oder zur 
Bindung von schwer entfernbarem Wasser mit gegliihtem Natrium- 
sulfat vermischt in Pulverform im Soxhletapparat nacheinander 
mit Essigester und Athylalkohol (zum Teil auch mit Aceton) bis 
zur Erschépfung extrahiert. Samtliche Ausziige ergaben eine 
starke P.R. Auch der nicht in den genannten Lésungsmitteln 
lésliche Anteil zeigte diese Reaktion. Dieser wurde zum Teil 
nochmals dem stufenweisen Abbau mittels konzentrierter Salz- 
siiure baw. 70°/,iger Schwefelsiiure unterworfen. Die weitere Auf- 
arbeitung war dieselbe, wie eben geschildert. Der ganze Vorgang 
wurde zum Teil noch ein drittes Mal wiederholt, ohne dab in dem 
in organischen Lisungsmitteln unléslichen Anteil die P.R. véllig 
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negativ wurde. In wieder anderen Versuchsreihen wurde der weitere 
Abbau von Seidenpepton mittels Pepsin—Salzsiiure oder Pankreatin 
weiter durchgefiihrt. Die P.R. blieb in der Verdauungsflissigkeit 
stets stark positiv. Vgl. alles Niihere im experimentellen Teil. 

Isoliert werden konnten Glycyl-alaninanhydrid, Glycyl- 
tyrosinanhydrid und Alanyl-serinanhydrid!). Bei der 
letzteren Verbindung war die Ausbeute gering. Bemerkenswert 
ist, da& in allen den Fallen, in denen Natronlauge zur Neutrali- 
sation der angewandten Saéure verwendet worden ist, racemische 
Verbindungen erhalten wurden. Diese Feststellung ist in Hinsicht 
auf Befunde von P. A. Levene’) von Interesse, der gefunden hat, 
da Alkali Diketopiperazine besonders leicht racemisiert. 

Besondere Aufmerksamkeit wendeten wir dem Auftreten von 
Verbindungen zu, in denen die gleiche Aminosiiure enthalten ist: 
z. B. Glycinanhydrid, Alaninanhydrid, Serinanhydrid und 'Tyrosin- 
anhydrid. Ks gelang nicht, ihre Anwesenheit zu beweisen. Dieser 
Befund stiitzt den vor etwa 30 Jahren von uns gemachten Hin- 
weis, daB offenbar in Proteinen die einzelnen Bausteine 
sich in bestimmter Abwechslung folgen. Es wurden bislang 
in der Regel nur Diketopiperazine und Polypeptide aus Kiweib 
isoliert, in denen sich die gleiche Aminosiure nicht unmittelbar 
wiederholte. 


Experimenteller Teil 


1. Hauptversuch. Von den zahlreichen ausgefiihrten Versuchen sei 
jeweilen ein Beispiel der gleichen Art angefiihrt. Die tibrigen gleichartigen 
Versuche hatten dasselbe Ergebnis. 


500g entleimtes Seidenfibroin wurden mit 2000 cem konzentrierter 
Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) iibergossen. Nach 36 Stunden wurde nach 
sorgsamer Kiihlung die 10fache Menge Wasser zugefiigt und die Salzsiiure 
unter ganz allmiihlicher Zugabe von Natronlauge neutralisiert (in einem Fall 
wurde Baryt verwendet). Beim ganzen Vorgang iiberschritt die Temperatur 
in der Fliissigkeit nie 25°. Die Lésung wurde hierauf in einer Porzellan- 
schale auf dem Wasserbade eingedampft, nachdem zuvor filtriert war. Der 
Riickstand blieb aueh beim Versuch, ihn im Trockenschrank bei 100° fest 


') In 2 Fallen wurden Anhydride gewonnen, deren Analysenwerte genau 
auf Seryl-tyrosinanhydrid und Seryl-glycinanhydrid stimmten. 
Die Ausbeuten waren jedoch so gering, daB eine eindeutige Identifizierung 
nicht méglich war. Die Umkrystallisation beider Verbindungen inderte am 
Analysenergebnis nichts. Die erstere Verbindung gab Millons Reaktion. 
In beiden Produkten konnten die entsprechenden Bausteine nachgewiesen 
werden. 

*) J. of Biol. Chem. 68, 661 (1925); 68, 277 (1926); 70, 219 (1926); 
76, 299 (1928). 


0,2 


26 
re 
2 
Zl 
E 
4 
st 
m 
W 
« VAL 
0 
Wi 
Te 
a 
se 
Re 
un 
i 
0.5 
pi 


sitere 
eatin 
gkeit 
il. 
eyl- 
der 
swert 
trali- 
ische 
sicht 


n sei 
tigen 


ierter 
nach 
siiure 
Fall 
ratur 
ellan- 
Der 
fest 


renau 
mten. 
rung 
e am 
ction. 
iesen 


926); 


Zur Struktur des Seidenfibroins 97 


zu bekommen, teigig. Er wurde im Morser mit gegliihtem Natriumsulfat 
durcheinander gemischt, bis die Masse brécklig wurde. In diesem Zustand 
wurde sie in eine Hiilse gebracht und nacheinander im Soxhletapparat mit 
Essigester und anschlieBend mit Athylalkohol extrahiert. Aus beiden 
Lésungen fielen schon wihrend der Extraktion krystalline Massen aus. Sie 
ergaben eine stark positive P.R. Auch die Millonsche Reaktion fiel stark 
positiv aus, wihrend die Ninhydrinreaktion negativ war. In den Essigiither 
gingen Substanzen hinein, die an sich in ihm nicht léslich waren. Es léste 
sich niimlich beim Verdampfen des Lésungsmittels der verbleibende Riick- 
stand nur zum kleinen Teil in heiBem Essigester. 

Die Verarbeitung der beiden Ausziige war dieselbe. Das Extraktions- 
mittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert, der Riickstand in 
Wasser aufgenommen, mit Tierkohle gekocht und das Filtrat wiederum 
zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde nun mit Athylalkohol aus- 
gekocht und der in diesem unlésliche Anteil in heiBem Methylalkohol ge- 
list. Die beiden Lésungen wurden eingeengt und jeweils anfallende Kry- 
stalle abgesaugt. Nach wiederholtem ren waren die Produkte 
analysenrein. Die Ausbeute an Rohprodukt betrug : 25 g. Sie verminderte 
sich beim Umkrystallisieren erheblich. An reinem Glycyl-alaninanhydrid 
wurden 5,8 g und von Glyeyl-tyrosinanhydrid 2,4 g erhalten. In Wirklich- 
keit war ihre Menge gréBer. Es wurde ein Teil zu Reaktionen, Analysen 
usw. verbraucht. Von Alanyl-serinanhydrid wurden 0,9 g isoliert. Die Rein- 
darstellung erfolgte durch Ausziehen des Gemisches von Anhydriden mittels 
heiBen, absoluten : Alkohols. In Lésung ging dabei, nachdem die Verbindungen 
schon weitgehend gereinigt waren, Glycyl-alaninanhydrid. Mitgelést wurde 
wenig Glyeyl-tyrosinanhydrid (erkennbar am Ausfall der Millonschen 
Reaktion) und etwas von anderen Anhydriden. Das Glyeyl-alaninanhydrid 
wurde anschlieBend aus heiBem Wasser der fraktionierten Krystallisation 
unterworfen. Glycyl-tyrosinanhydrid lést sich in heiBem Wasser viel schwerer 
als Glyeyl-alaninanhydrid und konnte deshalb leicht abgetrennt werden. 
Alanyl-serinanhydrid blieb in der Mutterlauge und wurde aus dieser ge- 
wonnen. 


Analysen: 5,323 mg Subst.: 9,070 mg CO,, 3,010 mg H,O. — 2,650 mg 
Subst.: 0,504 cem N (24°, 754 mm). 
Fiir Glycyl-alaninanhydrid: 
C;H,N,O. Ber. C 46,88 H 6,25 N 21,88 
Gef. ,, 46,47 » 6,28 21,68. 


5,216 mg Subst.: 11,445 mg CO,, 2,680 mg H,O. — 2,473 mg Subst.: 
0,277 eem N (23,5°, 757 mm). 
Fiir Glyeyl-tyrosinanhydrid: 
C,,H,.N.05 Ber. C 59,94 H 5,50 £N 12,75 
Gef. ,, 59,84 w Gt » 12,84. 
5,184 mg Subst.: 8,630 mg CO,, 3,010 mg H,O. — 3,298 mg Subst.: 
0,502 eem N (21°, 762 mm). 
Fiir Alanyl-serinanhydrid: 


CH.,.ON, Ber. C 45,54 H 6,38 
Gef. ,, 45,42 » 6,45 
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Der bei der Extraktion des mit Natriumsulfat vermischten Hydrolysen- 
produktes verbleibende unlésliche Anteil wurde erneut mit konzentrierter 
Salzsiure iibergossen (1000 cem) und 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Wieder wurde die mit der 10fachen Menge Wasser verdiinnte 
Lésung unter Vermeidung einer héheren Temperatur als 25° mit Natronlauge 
neutralisiert und im iibrigen genau so verfahren, wie oben geschildert ist. 
Die Extraktion im Soxhletapparat mit Essigester und anschlieBend mit Athy)- 
alkohol ergab weitere Mengen von Glycyl-alaninanhydrid und Glycyl-tyrosin- 
anhydrid (3,8 und 1,2 g). Der nicht in den genannten Lésungsmitteln lés- 
liche Anteil ergab noch eine sehr starke P.R. Er wurde ein drittes Mal 
mit 1000 cem konzentrierter Salzsiiure 48 Stunden stehen gelassen. Der 
Gang der Aufarbeitung war der gleiche wie zuvor. Wiederum lieBen sich 
die beiden genannten Diketopiperazine isolieren. Zum Teil waren jetzt 
Produkte entstanden und vor allem in den Alkoholauszug hineingegangen, 
die mit Ninhydrinlésung Blaufiirbung ergaben. Ihre Anwesenheit stérte die 
Reindarstellung der Diketopiperazine. Gewonnen wurden 1,85 g Glycyl- 
alaninanhydrid und 0,9 g Glycyl-tyrosinanhydrid. Bemerkt sei noch, dab 
bei jeder Reindarstellung der Diketupiperazine Mutterlaugen verblieben, die 
dunkelgelb gefirbt waren. . Der Farbstoff sich mit Tierkohle nicht vdllig 
entfernen. Auch sonst vorhandene Produkte stérten die Reindarstellung der 
Diketopiperazine und driickten die Ausbeute an ihnen herab. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde zur Hydrolyse 70 vol.-°/,ige 
Schwefelsiure angewandt. 190g entleimtes Seidenfibroin wurden mit 
der 5fachen Menge 70°/,iger Schwefelsiiure iibergossen. Es wurde wieder- 
holt umgeriihrt, bis alles gelést war. Die Lésung blieb bei Zimmertempe- 
ratur genau 48 Stunden lang stehen. Hierauf wurde unter starker Kiihlung 
mit Eis-Salzgemisch ganz allmihlich Wasser hinzugefiigt, und zwar ins- 
gesamt die 10fache Menge. Die Temperatur stieg in der schwefelsauren 
Lésung nicht iiber 28°, und auch das nur rasch voriibergehend. Nunmehr 
wurde feingepulvertes Baryt unter stiindigem Riihren eingetragen. Ferner 
wurde heif gesiittigte Barytlésung angewandt. Der ganze Vorgang der 
quantitativen Ausfillung der Schwefelsiure wurde in méglichst kurzer Zeit 
vollendet. Die Rohneutralisation dauerte etwa 1/, Stunde. Insgesamt wurde 
anniihernd die berechnete Menge an Baryt verwandt. Das Filtrat vom 
Bariumsulfat wurde auf dem Wasserbad in einer Porzellanschale zur Trockene 
verdampft. Wihrend des Eindampfens wurden die Filtrate hinzugegeben, 
die beim Auskochen des Bariumsulfatniederschlags erhalten wurden. 

Dem bis zur Sirupkonsistenz eingedampften Produkt wurde auch hier 
wasserfreies Natriumsulfat beigemischt. AnschlieBend wurde 3 Tage lang 
bei 100° getrocknet, hierauf gepulvert und nunmehr in der gleichen Weise 
wie oben angegeben, im Soxhletapparat mit Essigester und darauf mit 
Athylalkohol extrahiert. Die Reinigung der erhaltenen Rohprodukte vollzog 
sich ebenso, wie oben angefiihrt. Insgesamt wurde an Rohprodukt mit 
starker P.K. 23,5 g gewonnen. Hieraus wurden erhalten: 6,5 g¢ Glycyl- 
alaninanhydrid und 3,9g Glycyl-tyrosinanhydrid. Die wirkliche 
Ausbeute an Anhydriden war auch hier gréBer. Auch hier wurde der in 
Essigester und Athylalkohol unlisliche Riickstand, der noch eine starke P.K. 
gab, erneut mit 70°/,iger Schwefelsiiure (1 Liter) unter allen Vorsichtsmab- 
nahmen zur Vermeidung héherer Temperatur als 25° 48 Stunden bei 20° 
stehen gelassen. Im iibrigen wurde genau so verfahren, wie oben geschildert. 
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Ausbeute an Glycyl-alaninanhydrid 3,2 g und an Glycyl-tyrosin- 
anhydrid 1,2g. Der in dem genannten Lisungsmittel ungelést gebliebene 
Riickstand gab noch eine sehr ausgesprochene P.R. 

Bei anderen Versuchen wurde der Riickstand der ersten Extraktion 
einerseits mit Pepsin-Salzsiure (pq = 2,5) bzw. mit Magensaft vom 
Hund bzw. mit Pankreas- und Darmsaft von diesem bzw. Pankreatin 
und Sodalésung (die Verdauungsfliissigkeit enthielt anniihernd 0,2°/, Na,CO,) 


 yersetzt. Von Zeit zu Zeit wurden den bei 37° aufbewahrten Gemischen 


Proben entnommen und der Ausfall der P.R. festgestellt. Nach 2 Monaten 
war sie immer noch stark positiv. Die Aufarbeitung der Verdauungsfliissig- 
keiten erfolgte in allen Fiillen nach erfolgter Neutralisation durch Ein- 
dampfen, Vermischen des Riickstandes mit wasserfreiem Natriumsulfat, 
Pulvern und anschlieBend Extrahieren im Soxhletapparat mit den oben 
erwihnten Lésungsmitteln. Der verbleibende, in diesen unlésliche Riickstand 
gab immer noch eine deutliche P.R. In allen Fillen wurden Glycyl- 
alanin- und Glycyl-tyrosinanhydrid isoliert und eindeutig durch 
Eiementaranalyse und quantitative Isolierung der durch Kochen ihrer 
Lisungen mit 10°/,iger Schwefelsiiure entstandenen Bausteine identifiziert. 


2. Kontrollversuche. A. Je 25¢ Glykokoll und ]-Alanin, [@]?°° = 14,2° 


| in 20°/,iger Salzsiiure, wurden zweimal mit Athylalkohol verestert und die 


salzsauren Ester mit Ammoniak in Freiheit gesetzt. Die alkoholische Lésung 
wurde nach Entfernung des ausgeschiedenen Chlorammons bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Es schieden sich schon nach 24 Stunden an 


| den GefiBwiinden Krystalle ab. Von Zeit zu Zeit wurde von ihnen abfiltriert. 


Noch nach 3 Monaten war deutlich Estergeruch vorhanden. Siimtliche 
Krystallfraktionen ergaben mit Pikrinsiiure-Sodalésung eine sehr intensive 
Orangefiirbung. Wihrend die zuerst abgeschiedenen Krystalle mit Ninhydrin 
eine negative Reaktion ergaben, waren den spiiteren Abscheidungen freie 
Aminosiuren beigemischt (positiver Ausfall der Ninhydrin-Reaktion). Die 
zuerst ausfallenden Krystallisationen erwiesen sich als Glycinanhydrid 
(24,32°/, N, berechnet 24,56°/, N). Es folgten dann Abscheidungen von 
Alaninanhydrid. Glycyl-alaninanhydrid wurde nicht beobachtet. 


B. 10g 1-Alanin, = +13,5° in 20°/,iger Salzsiure, und 10 ¢ 


_ Glykokoll wurden mit 60 cem konzentrierter Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) 


iibergossen und die Lésung bei 20° stehen gelassen. Beide Aminosiuren 
wurden sehr fein gepulvert und allméihlich unter Schiitteln in die Salzsiiure 
eingetragen. UbergieBt man die Aminosiuren direkt mit dieser, dann kommt 
es zur Bildung derber Massen, die nur sehr schwer in Lésung zu bringen 
sind. Nach 48stiindigem Stehen bei 20° wurde unter starker Kihlung mit 
der 10fachen Menge Wasser verdiinnt und dann mit Natronlauge genau neu- 
tralisiert. Hierauf wurde die Lésung unter vermindertem Druck zur Trockene 
verdampft. Der Riickstand gab mit Pikrinsiiure-Soda keine Reaktion, da- 


| gegen war die Ninhydrin-Reaktion stark positiv. Es konnten sowohl Alanin 


als Glycin in annihernd quantitativer Ausbeute zuriickgewonnen werden 
(Trennung mittels der Estermethode). Bei Gelegenheit dieses Versuches 
wurde festgestellt, daB kéufliche Glycinpriiparate hin und wieder Glycin- 
anhydrid enthalten, erkenntlich am positiven Ausfall der P.R. 


C. 10g Glycin und 10 g 1-Alanin wurden mit 100 cem 70°/, iger Schwefel- 


| Siure tibergossen. Die Lisung blieb 3 Tage bei Zimmertemperatur stehen. 
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Hierauf wurde unter starker Kiihlung mit der 10fachen Menge Wasser ver- 
diinnt und die Schwefelsiiure mit Bariumhydroxyd quantitativ ausgefiillt. 
Die Temperatur stieg wihrend des ganzen Versuches nicht iiber 22° an, 
Das Filtrat vom Bariumsulfat wurde unter vermindertem Druck zur Trockene 
verdampft. Der Riickstand gab positive Ninhydrin- und negative P.R. 
Glycin und Alanin wurden anniihernd quantitativ zuriickgewonnen. 

D. Je 2g der Dipeptide Glycyl-l-alanin, Glyeyl-glycin, Glycy|- 
l-tyrosin, dl-Leucyl-glycin wurden mit 10 cem 70°/,iger Schwefel- 
siiure iibergossen. Nach 3 Tagen wurde unter sorgsamer Kiihlung die 
Schwefelsiiure mit Baryt quantitativ entfernt, nachdem zuvor mit der 
10fachen Menge Wasser verdiinnt worden war, und das Filtrat vom BaSO, 
unter yermindertem Druck zur Trockene verdampft. In keinem Fall lief 
sich Anhydridbildung nachweisen (P.R. negatiy). 


Zusammenfassung 
Im Seidenfibroin finden sich neben Polypeptidketten in 
groBerer Menge 2,5-Diketopiperazine oder Ringstrukturen, die 
diesen sehr nahe stehen. Eine sekundiire Bildung der isolierten 
Diketopiperazine aus Polypeptiden bzw. Dipeptiden konnte aus- 
geschlossen werden. Identifiziert wurden Glycyl-alaninanhydrid, 
Glycyl-tyrosinanhydrid und Alanyl-serinanhydrid. 
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Weitere Untersuchungen iiber i-f-Oxyglutaminsdure 
Von 
Emil Abderhalden und Gerhard Pitschak 
(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitaét Halle/S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1940) 


Wie schon in der letzten Mitteilung iiber #-Oxyglutamin- 
siure’) mitgeteilt worden ist, sind Zweifel aufgetreten, ob unter 
den Spaltprodukten von Kiweif #-Oxyglutaminsiiure vorkommt. 
Es haben insbesondere C. R. Harrington und 8.8. Randall?) 
hervorgehoben, daB es ihnen nicht gegliickt ist, die genannte 
Aminosiure unter den Spaltprodukten der Hydrolyse von Casein 
festzustellen, und doch soll nach den Angaben von Dakin dieses 
Protein etwa 10°/, davon enthalten. Ks ist uns bekannt ge- 
worden, dank privater Mitteilung von Barger, daB wiederholte, 
in der gleichen Richtung angestellte Versuche negativ verlaufen 
sind*), Hinzu kommt nun noch, daB manche von dem Entdecker 
der #-Oxyglutaminsiure gemachten Angaben nicht zutreffend sind. 
So hat er die Analyse eines p-Nitrophenylosazons mitgeteilt, das 
er nach Uberfiihrung von f-Oxyglutaminsiure mittels Chloramin T 
in Apfelsiiurehalbaldehyd gewonnen hatte. Die erhaltenen Werte 
stimmen jedoch mit den richtig berechneten der in Frage kommen- 
den Verbindung nicht iiberein. Es sind ferner Farbreaktionen 
mitgeteilt, die nicht in allen Fillen zuverlissig sind, sei es, daf 
auch ohne Anwesenheit der genannten Verbindung Farbung auf- 
tritt, sei es, daB andere Oxyaminosiuren (Oxyaminobuttersiure, 
Serin, Tyrosin) entsprechende Farbungen ergeben bzw. die mit 
o-Oxyglutaminsiure erhiltlichen beeintlussen. 

In Fortsetzung friiherer Versuche!) haben wir uns weiterhin 
bemiiht, eine zuverliissige Methode zur Gewinnung von f-Oxy- 
glutaminsiure auszuarbeiten. Zuniichst wurde wiederholt nach 


*) Es iiberrascht, mit welcher Sicherheit selbst bei Anwendung ge- 
ringer Mengen von EiweiB Fritz Kégl und Hanni Erxleben 1-6-Oxy- 
glutaminsiiure isolieren konnten. Vgl. Diese Z. 258, 57 (1939); 261, 141, 
154 (1939). 
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den Angaben von Dakin gearbeitet unter genauester Beachtung} 
jeder Einzelheit. Es ergaben sich in der Regel Schwierigkeiten| 
in der Isolierung reiner #-Oxyglutaminsiure. Das ist der Grund} 
weshalb diese Mitteilung erfolgt, obwohl nach dem im experi-} 


mentellen Teil geschilderten Verfahren die Ausbeute an der ge- 


nannten Oxysiure, verglichen mit der von Dakin erhaltenen,} 


zu wiinschen iibrig liBt*) Das Drehungsvermégen der isolierten 


Verbindung weist auf Racemisierung hin. Nun war zur Be-} 


seitigung von Ammoniak mit Barytlésung behandelt worden. Man 
wird in Zukunft diesen EKingriff vermeiden oder besonders schonend 
durchfiihren miissen. Nach unseren reichen Erfahrungen sind es 
vor allem 2 Momente, die die Gewinnung von #-Oxyglutamin- 
siure beeintrichtigen. EKinmal ist bekannt, die genannte 
Oxyaminosiure beim Erhitzen mit Salzsiure 1:1 oder 30 °/,iger 
Schwefels’ure im eingeschmolzenen Rohr und ferner beim Kochen 
mit 25°/,iger Schwefelsiiure unter RiickfluB unter Abgabe von 
Ammoniak verindert wird’), Verwendet man eine geringere Siure- 
konzentration, dann mu8 die Hydrolysendauer ausgedehnt werden. 


Unterbricht man sie vor Erreichung der vollstindigen Hydrolyse, } 
dann stéren vorhandene Abbauprodukte die Isolierung der P-Oxy-} 


glutaminsiure. Wir sind deshalb bei der Anwendung von 25 °/, iger 
Schwefelsiure geblieben und kochten am RiickfluBkihler auf dem 
Baboblech 16 Stunden™). Es kann natiirlich nicht ausgeschlossen 
werden, daB unter diesen Bedingungen ein Teil der #-Oxy- 
glutaminsiure zerstért wird***). Die Absicht, den Versuch unter 
Anwendung des fermentativen Abbaues des Caseins zu wieder- 
holen, konnte einstweilen nicht zur Durchfiihrung kommen. Eine 
zweite Quelle von erheblichen Verlusten ist dadurch bedingt, dab 
der Bariumsulfatniederschlag, in der bekannten Weise durch Aus- 
fallen der Schwefelsiiure mit einem Uberschu8 an Baryt gewonnen, 


*) Hierzu sei bemerkt, daB J. M. Gulland und C.J. 0. R. Morris 
{J. chem. Soe. (Lond.) 1934, 1644] bei der Hydrolyse von Caseinogen 0,33 °,, 
6-Oxyglutaminsiiure isolieren konnten. 

**) Es ist zweckmiiBig, die Beendigung der Hydrolyse an Hand einer 
Gesamtstickstoff- und Aminostickstoff-Bestimmung zu kontrollieren. 

*“*) Wir haben iibrigens den Eindruck gewonnen, als ob die beim 
Kochen von i-§-Oxyglutaminsiure mit Siiuren gewonnenen Ergebnisse in Hin- 
sicht auf Ammoniakabspaltung sich nicht ohne weiteres auf die Eiweib- 
hydrolyse iibertragen lassen, es miiBten sonst die sich im letzteren Fall 
bildenden Amoniakmengen gréfer sein. Seitdem bekannt ist, daB Siiure- 
amide im EiweiB vorhanden sind, muf auch diese Quelle yon Ammoniak 
beriicksichtigt werden. 
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hartniickig Aminosiuren zuriickhilt*). Um sie aus diesem zu ent- 
fernen, muB entweder mit Wasser wiederholt ausgekocht werden, 
oder aber man muB ihn mit verdiinnter Salzsiure ausziehen. 
Diese Quelle an Verlusten laiBt sich dadurch umgehen, dab man 
die Schwefelsiiure zuniichst nicht vollkommen mit Baryt ausfillt, 
vielmehr nur den bei weitem gréBten Teil. Ks wird dann ab- 
iltriert bzw. abzentrifugiert. Der Bariumsulfatniederschlag erweist 
sich in der Regel nach erfolgtem Auswaschen in der Kilte mit 
Wasser als frei von mit Ninhydrin eine Blaufiirbung ergebenden 
Verbindungen. Wir fiihren den Umstand, dab es uns gelang, 
3-Oxyglutaminsiiure als Spaltprodukt von Casein nachzuweisen, 
wesentlich auf das erwihnte Vorgehen zuriick. 


Besondere Schwierigkeiten bereitete das in den schheblich 
verbleibenden Mutterlaugen vorhandene Gemisch von Glutamin- 
sure, Asparaginsiiure und #-Oxyglutaminsiiure der Reindarstellung 
der letzteren. Die erstere Dicarbonsiure lieB sich als salzsaures 
Salz entfernen. Es verblieb dann noch Asparaginsiure, wenn 
auch in geringen Mengen. Wir haben uns bemiiht, ein Trennungs- 
verfahren fiir die erwihnten Aminosiiuren auszuarbeiten, das rasch 
zum Ziele fiihrt und sekundiire Zersetzung der Oxyaminosiiure 
vermeidet. Leider stand uns zu den Modellversuchen nur die 
nach dem Verfahren von Harrington und Randall?) gewonnene 
i-3-Oxyglutaminsiure zur Verfiigung. Es besteht die Gefahr, dab 
dabei mit einem Racemkérper operiert wird, der vielleicht die in 
der Natur vorkommende Komponente nicht enthilt und deshalb 
Kigenschaften festgestellt werden, die dieser nicht zukommen. In 
langwierigen Versuchen haben wir uns bemiiht, ein Metallsalz 
austindig zu machen, daB die quantitative Abtrennung von Oxy- 
vlutaminsiiure erméglicht. Zum Vergleich wurden simtliche iibrigen 
Aminosiiuren einbezogen. Ks gelang jedoch nicht, eine Verbindung 
festzustellen, die eine quantitative Trennung ermdéglichte. Weiter- 
hin versuchten wir insbesondere zur Trennung von Asparaginsiure, 
Glutaminsiiure und #-Oxyglutaminsiiure Derivate herzustellen, die 
uusreichende Verschiedenheiten in ihren Kigenschaften aufweisen. 
versuchten wir, Glutaminsiiure und i-3-Oxyglutaminsiure 
durch Darstellung des Esters der Acetylverbindung zu 
trennen. Ferner wurden die Kigenschaften des ¢-Oxyglutamin- 


*) Der direkte Versuch, die Zuriiekhaltung von 
durch Bariumsulfat zu bestimmen, ergab im Gegensatz zu den Erfahrungen 
beim EiweiBhydrolysat, daB sie sich leicht aus diesem auswaschen Libt. 
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siure-dimethylesters auf seine Kignung zur Isolierung de 
Oxysaiure gepriift. Ks kam jedoch zur Bildung des Oxypyrro- 
lidoncarbonsiure-methylesters. Weiterhin wurde versuchi, 
(slutaminsdure, Asparaginsiiure und #-Oxyglutaminsiure mit Hilfe 
des Carbobenzoxy-methylesters*) zu trennen. Zu _ diesen 
Versuchen kamen wir, weil durch fraktionierte Krystallisation von 
Derivaten der in Frage kommenden Siuren eine Trennung nicht 
gelang. Wir hofften, durch Darstellung einer destillierbaren Ver- 
bindung eher zu einer solchen zu kommen. Ks erfiillte  sicii 
jedoch diese Hoffnung nicht. Wir haben ferner aus AnlaB der 
Gewinnung von Asparaginsdure-dimethylester die Beobach- 
tung gemacht, daB dieser beim Stehen bei Zimmertemperatur 
vlatt in das entsprechende Diketopiperazin iibergeht. Die 
Ausbeute an diesem ist annihernd quantitativ, wihrend nach dem 
bisher iiblichen Verfahren von Emil Fischer (Erhitzen im ge- 
schlossenen Rohr) erhebliche Mengen Zersetzungsprodukte ent- 
stehen. 

Anhangsweise sei noch bemerkt, dai seinerzeit bei der Dar- 
stellung von d,l-Leucyl-i-f-oxyglutaminsiure beobachtet 
wurde, daB Ammonsalz die Reindarstellung erschwerte. Wir sind 
diesem Befund nachgegangen und haben gepriift, ob das genannte 
Dipeptid ein bestandiges NH,-Salz bildet. Wir lésten 1 g davon 
in Ammoniak und verdampften den UberschuB8 unter vermindertem 
Druck und fallten mit Alkohol aus: 10,14°/, N, berechnet fiir 
die freie Oxysiure 10,14°/, N. Wir stellten ferner das Ammo- 
niumsalz der 1-8-Oxyglutaminsaure dar, und zwar in der- 
selben Weise. Es krystallisierte in wohlausgebildeten Nadeln aus: 
N 15,67 °/,, berechnet fiir das Monoammoniumsalz 15,55 °/, N. 


Experimenteller Teil 


Darstellung von 1-/-Oxyglutaminséure aus Casein 


Itydrolysiert wurde in bekannter Weise durch 16stiindiges Kochen an 
RiickfluBkiihler mit 25°, ,iger Schwefelsiiure. Diese wurde nach erfolgter 
Hydrolyse zunichst mit nur soviel Baryt gefillt, daB die Lésung schwefel- 
sauer blieb. Nunmehr wurde das gebildete Bariumsulfat abfiltriert bzw. 
abzentrifugiert. Das genannte Verfahren hat den groBen Vorteil, dab dic 
Bariumsulfatfillung nur wenig Aminosiiuren einschlieBt. Nach kurzem Aus 
kochen mit Wasser gibt der BaSO,-Niederschlag mit Ninhydrin eine negative 
Reaktion. Beseitigt man die Schwefelsiure vollstiindig, dann ist wieder 


*) Mit Alkohol und HCl gelang seinerzeit die Veresterung nicht, weil 
die Cbzo-Gruppe abgespalten wurde [vgl. hierzu ')). 
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noltes Auskochen mit Wasser erforderlich, um denselben Betund zu _er- 
reichen. Nunmehr wurde der Rest der Schwetelsiure quantitativ entfernt 
und der sich bildende geringe Bariumsulfatniederschlag mit heibem Wasser 
ausgewaschen (nicht gekocht!). AnschlieBend wurde das Filtrat eingeengt. 
as auskrystallisierende T'yrosin wurde abfiltriert, das gleiche war beim 
llauptteil des Leucins der Fall. Nun schlob sich die bekannte Butanol- 
ixtraktion an. Der ungelést verbliebene Teil wurde mit Salzsiiure versetzt, 
un die Glutaminsiure so vollstindig als nur méglieh zu entfernen. Das 
liltrat der salzsauren Glutaminsiure wurde zur Entfernung der Hauptmenge 
der Salzsiiure im Vakuum eingedampft, der Riickstand in Wasser auf- 
venommen und hierauf unter Zusatz von iiberschiissigem Baryt wiederum 
eingedampft. Es wurde so yorhandenes Ammoniak entfernt. Das Barium 
entfernten wir mit Schwefelsiure und gaben zum Filtrat vom Bariumsulfat 
<0 viel H,S0,, dab dieses etwa 10°, davon enthielt. Es erfolgte nunmehr 
illung der Hexonbasen mit Phosphorwolframsiiure. Aus dem Filtrat der 
illung wurde die Phosphorwolframsiure mit der Schwefelséure quantitativ 
mit Baryt entfernt. Das Filtrat vom BaSO, kochten wir etwa 1 Stunde 
mit Bleioxyd auf. Dabei wurde die Salzsiiure und ein Teil der Asparagin- 
siure gebunden. Nach Angaben von Levene und van Slyke‘) soll es 
moéglich sein, auf diese Weise die gesamte Asparaginsiiure zu entfernen. 
Das trifft jedoch nicht zu. Im Filtrat der Fiillung wurde das Blei mit 
Schwefelsiiure und diese selbst mit Baryt entfernt. Nun wurde mit Butanol 
und anschlieBend mit Propanol extrahiert*) und hieraut die Dicarbonsiiuren 
als Bariumsalze mit Alkohol ausgefiillt. AnschlieBend wurden diese mit 
Schwefelsiure in Freiheit gesetzt. Es zeigte sich, dafi noch etwas Glutamin- 
siiure vorhanden war. Sie wurde als salzsaures Salz entfernt und das Filtrat 
dayon im Vakuum zur Trockne verdampft. Nunmehr wurden die Chlor- 
hydrate mit Methylalkohol verestert und die Ester mit Diazomethan in 
Freiheit gesetzt. Jetzt destillierten wir den Asparaginsiiureester im Hoch- 
vakuum ab, Den Destillationsriickstand verseiften wir durch Kochen mit 
verdiinnter Schwefelsiiure. Zeigten sich im genannten Riickstand Krystalle 
von Oxypyrrolidon-carbonsiuremethylester, dann filtrierten wir vor 
der Verseifung davon ab. Zum Teil gelang es ohne weiteres 6-Oxyglutamin- 
siiure in Krystallform zu erhalten, zum Teil war eine Reinigung itiber das 
Strvchninsalz notwendig. 

Bei einer anderen Darstellung von 9-Oxyglutaminsiiure wurde bis zur 
Fillung der Hexonbasen in gleicher Weise verfahren, nur wurde die Glu- 
taminsiure, die noch verblieben war, unmittelbar als salzsaures Salz gefiillt, 
dann wurden aus der verbleibenden Mutterlauge Asparaginsiiure und p§-Oxy- 
elutaminsiiure durch fraktionierte Krystallisation getrennt. Die ¢-Oxyglut- 
aminsiure blieb in der letzten Mutterlauge und krystallisierte aus dieser 
nach liingerem Stehen im Vakuum-Exsiceator aus. Einmaliges Umkrystalli- 
sieren aus Wasser ergab ein analysenreines Priiparat. 

Berechnet fiir 6-Oxyglutaminsiiure C,;H,NO, (164,11) 36,81°/, 5,52°/, H, 
8.58", N. Gefunden: 36,68°/,, 5,64°/, H, 8,50°/, N. 

Ein nach der ersten Methode gewonnenes Priiparat zeigte [o)7?" = + 3,7° 
in 20°',iger Salzsiiure. Das nach dem letzteren Verfahren isolierte war 


*) Diese Extraktion libt sich umgehen, wenn die erste in ausreichen- 
dem Ausmabe yorgenommen worden ist. 
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optisch reiner (+ 5,4°), jedoch offenbar aueh noch erheblich racemisiert 
Die Ausbeuten an $-Oxyglutaminsiiure aus Casein Hammarsten schwankte: 
zwischen 1,5 und 2,0°,. Wir betrachten sie als zu niedrig. Es sind in 
Laufe des Verfahrens zur Isolierung der 9-Oxyglutaminsiiure fortlaufend 
Zwischenversuche unternommen worden, wn einen neuen und abgekiirzte: 
Weg ihrer Gewinnung aufzufinden. Es wurden ferner zahlreiche Probe 
angestellt. 

Erwihnt sei, dab bei der Extraktion mit Butylalkohol ein Anhydri« 
isoliert werden konnte, und zwar handelte es sich um 1-Leucinanhy drid 
Wir haben bei dieser Gelegenheit zum Vergleich das noch nicht bekannte 
l-Tsoleucinanhydrid (iiber den Methylester) dargestellt (N 12,33 
Berechnet fiir C,,H..N,O, (M = 262,2) 12,39 °/, N. 

fa }??° = — 14,72° in Eisessig. In Wasser ist es so gut wie unldslich, in 
Alkohol léslich, leicht léslich in Eisessig. Umkrystallisiert wurde die Ver 
bindung aus 50° ,iger Essigsiiure. 


Derivate der Glutaminsaure, /-i-Oxyglutaminsiiure und Asparaginsaure 


Acetyl-glutaminsaure-dimethylester. Wir gingen bei seiner Dar 
stellung sowohl von I- als auch von d,l-Glutaminsiiure aus. Die Ausgangs 
verbindungen <Acetyl-l- und d,l-glutaminsiiure wurden in bekannter Weise 
gewonnen. Es gelang, beide Formen durch Einstellen der farblosen Lé 
sungen in eine Kialtemischung zur Krystallisation zu bringen. Die erstarrte 
Masse wurde unter vermindertem Druck bei gewohnlicher Temperatur  all- 
mihlich zum Auftauen gebraecht. Acetyl-d,l-glutaminsiure zeigte 
Schmelzp. 176--180°, wiihrend die 1-Verbindung bei 186-187" sehmolz. 
Die Veresterung erfolgte mit Diazomethan. Acetyl-l-glutaminsiiure wurde 
in absolutem Methanol gelést und, wie erwiihnt, verestert. Beim Einengen 
unter vermindertem Druck blieb der Ester als Sirup zuriick (6,82°., N. 
berechnet 645°, N). Bei der Vakuum-Destillation wurden zwei Fraktionen 
erhalten, eine farblose, die bei 158—162° und 0,1 mm Druck iiberging, und 
eine zweite gelblich gefiirbte. die bei 0,2 mm Druck bei 220 230° iiber- 
ging. Die erstere Fraktion erstarrte nach einigen Stunden krystallin. 
Schmelzp. 75 80° N 6,70°,. Die zweite Fraktion enthielt Glutamin 
siiure-dimethylester 8,09 ° , N, berechnet 5,00", N. Der destillierte Acety! 
glutaminsiiure-dimethylester erwies sich als optisch inaktiv. 

Bei der in gleicher Weise erfolgten Veresterung von Acety]-d,1-glut- 
aminsiiure trat schon nach Einengen der methylalkoholischen Lésung Kry 
stallisation ein. Sehmelzp. 80°. 


Acetyl -¢-oxyglutaminsauredimethylester. Seine Darstellung aus 
i-7-Oxyglutaminsiurehydrochlorid mit Natriumacetat, Eisessig und Essig- 
siiureanhydrid mit anschliebender Veresterung mittels Diazomethans fiihrte 
zu keinem einheitlichen Produkt. Bei der Destillation zersetzte sich der 
Ester bei 160° Badtemperatur mehr und mehr. Es ging bei 125-130" 
Innentemperatur ein Teil des Produktes iiber, der gréBere Teil blieb nach 
dem Erkalten als dunkelbraune feste Masse zuriick. Vor der Destillation 
betrug der N-Gehalt: 7,78°,,, das destillierte Produkt wies 9,95"), N aut, 
wiihrend der Destillationsriickstand 8,79", N enthielt. Wir vermuten, dal 
unter dem Einflub des Essigsiureanhydrids Oxypyrrolidoncarbonsiiure ent 


standen ist unter teilweiser Acetylierung der OH-Gruppe. Nach der 
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Methylierung verbleibt dann ein Gemisch von Oxypyrrolidoncarbonsiiure- 
nethylester (8,81°,, N) und O-Acetyl-oxypyrrolidoncarbonsiiure-methylester 
697°, Beim Erhitzen im Vakuum wird vermutlich , Essigsiiure 
vespalten unter Bildung der Verbindung: 

CH, CH 


CO C-CO-0-CH, 
NH 
Berechnet fiir (M= 141) 9,93° 


Methylierung der i-s-Oxyglutaminsaure. a) Mit Diazomethan. 
Wiihrend die freie Siiure sich mit Diazomethan nicht methylieren lieb, ge- 
lang dies ohne weiteres bei Verwendung der salzsauren Verbindung in 
methvlalkoholisecher Lésung. Es wurde zu dieser so lange iitherische Di- 
azomethanlésung portionsweise unter starker Kiihlung (Eis—Kochsalz) zu- 
vefiigt, bis das Aufhéren der Stickstoffentwicklung und Gelbfiirbung der 
Lésung die Beendigung der Reaktion anzeigte. Nach dem Abdampfen des 
A\thers und Alkohols im Vakuum krystallisierte das Methylierungsprodukt 
nach einigem Stehen im Vakuum bei 40° in Form yon rhomboedrischen, 
weiben Krystallen aus. Sie wurden aus Essigester—Petroliither umkrystalli- 
siert. Sehmelzp. 150°, schwach saure Reaktion, aminosiiure-esterartiger Ge- 
ruch. Gefunden 8,65", N. Berechnet fiir Oxyglutaminsiiure-dimethy lester 
 N, fiir Oxypyrrolidoncarbonsiure-methylester S,S1°. Es war somit 
Ringschlub eingetreten. 


b) Mit gasf6rmiger Salzsiiure in methylalkoholischer L6- 
sung. §-Oxyglutaminsiiure -dimethylester-hydrochlorid krystallisierte beim 
Kinengen der Lésung im Vakuum in prismatischen Krvystallen aus. Schmelz- 
punkt 110° 115" Gefunden 6,12"), N, 15,43°,, Cl, berechnet 6,16°, N, 
15,58 °/, Cl. 

Der aus dem salzsauren Ester in absolutem Methanol mit Natrium- 
iuethylat in Freiheit gesetzte Ester krystallisierte in der gleichen Form aus, 
wie oben bei der Veresterung mit Diazomethan besehrieben. Es war auch 
lier, wie der Mischschmelzpunkt ergab, Oxypyrrolidoncarbonsiure- 
methylester entstanden. Beim Versuch, ihn zu destillieren, zeigte es 
sich, daB er auch bei 220° und 0,2mm Druck noch nicht iiberging. Bei 
dieser Temperatur trat mehr und mehr Zersetzung ein. 


Carbobenzoxy-glutaminsaure-dimethylester.  (Carbobenzoxy - glut- 
uininsiiure wurde mit Diazomethan verestert. Nach dem Eindampfen der 
Lésung verblieb ein sehwach gelblich gefiirbtes Ol, das zwischen 211 und 
214° bei 0,6--0,8 mm Druck unzersetzt destillierte. Destillat ein farbloses 
Ol Vor der Destillation 4,46°)) N, nach ihr 444°, N. Berechnet 4,53°/, N. 


 Carbobenzoxy- 
~oxyglutaminsiiure wurde mit Diazomethan methyliert. Der Ester stellte 
vin farbloses O] dar. Er ging bei 0,5mm Druck bei 208—210° iiber. Es 
vinterblieb ein dunkler, harzartiger Riickstand mit 4,50°,, N-Gehalt. Vor 
ler Destillation 4,05°/, N, nach ihr 4,63°), 18,90°/, Methoxvyy. Be- 
echnet 4,31", N, 19,07°), Methoxyl. 
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Carbobenzoxy-l-asparaginsaure. 7 ¢ |-Asparaginsiiure mit 7g¢ NaO!! 
90 ccm Wasser gelést, mit Petrolither iiberschichtet und mit 15g Ben- 
zylesterkohlensiurechlorid in 25 ccm Petroliither bei Eiskiihlung in kleine) 
Anteilen im Verlaufe yon i! » Stunden zugesetzt und hierauf noch 2 Stunde: 
bei gew6hnlicher Temperatur geschiittelt. Zur Entfernung des iiberschiissige 
Siiurechlorids wurde mehrmals mit Petroliither ausgeschiittelt, hierauf be; 
Kiskithlung mit etwa 5n-HCl eben kongosaner gemacht und dreimal mit 
Ather extrahiert. Die jitherische Lisung wurde mit Na,SO, getroeknet, 
im Vakuum eingeengt und mit Petroliither gefillt. Nach dem Stehen im 
Kisschrank iiber Nacht waren 12 g Carbobenzoxy -1- asparaginsiiure aus 
krystallisiert (86°, d. Th.).  Umkrystallisiert aus Essigester—Petroliither 
lange, zarte, strahlige Krystalle, teils in Rosetten, teils in groben, zusammen 
hiingenden Massen vereinigt. Schmelzpunkt ohne Zersetzung bei 112--115°. 
Unléslich in Petrolither, schwer léslich in Wasser, gut in Ather und sehr 
leicht in Methanol, Athanol und Essigester. 


C,.H,,0,N (M = 267 Ber. N 5,24 C 53,91 IH 4,91 
Gef. ,, 5,27 » 54,14 » 4,96. 
= + 13,85" in 2 Mol.-Gew. NaOH in 2°/,iger Lésung. 


Carbobenzoxy-l-asparaginsauredimethylester. ¢ Carbobenzoxy 
asparaginsiure, in absolutem Methanol gelést, wurden mit Diazomethan ver. 
estert. Angewandt wurden ungefilr 20 cem Nitrosomethy lurethan. Nach 
dem Abdampfen des Athers und Methanols im Vakuum blieb ein gelb 
liches, etwas triibes Ol zuriick, das bei 204° und 0,25 mm Druek (230° Bad 
temperatur) unzersetzt als wasserhelles Ol iiberdestillierte. Es blieb nur 
ein geringer dunkler Riickstand. 


Asparaginsaureanhydrid-dimethylester (2, 5-Diketopiperazin-3, 6-Di- 
essigsiiuredimethylester)®). Nach dem Verfahren der Literatur wird As 
paraginsiiure - dimethylester im geschlossenen Gefiib 3 Tage auf 100° er 
wiirmt. Bei diesem Verfahren 1libt die Ausbeute an Anhydrid zu wiinschen 
iibrig. Sie Hibt sich dadurch steigern, daf man den Ester bei gewéhn 
licher Temperatur stehen liBt. Es krystallisierten aus der wasserhellen 
Fliissigkeit in sehr guter Ausbeute rein weibe, vertilzte Nadeln aus. Um 
krystallisiert wird mit Vorteil aus Oxalséiureester. 
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Zur Kenntnis des Strophanthins 
Von 
E. Rabald und J. Kraus 
Mit 6 Figuren im Text und auf Tafel LL 


(Aus dem wissenschaftl Laboratorium der Firma C. F. Boehringer & Soehne G.m. bh. H.. 
Mannheim-Waldhof ) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1940) 


Das Strophanthidin (I) ist von allen anderen Herzgiftgeninen, 
soweit man deren Struktur kennt, dadurch unterschieden, daf 
sich am C-Atom 10 eine Aldehydgruppe befindet. Fiir die phar- 
mazeutische Sonderstellung des Strophanthins') diirfte die An- 
wesenheit dieser Carbonylgruppe von Bedeutung sein. Die Dar- 
stellung und pharmakologische Untersuchung von Strophanthidin- 
derivaten bzw. -glykosiden, bei denen diese Aldehydgruppe in 
eine andere Gruppe umgewandelt ist, beansprucht daher ein ge- 
wisses Interesse. 

Jacobs und Mitarbeiter haben bei ihren Untersuchungen 
iiber die Konstitution des Strophanthidins mehrere Koérper dieser 
Art hergestellt. Doch handelt es sich dabei fast durchweg um 
Reaktionen, welche gleichzeitig mit anderweitigen Verinderungen 
des Geninmolekiils verbunden sind. 

Kine sehr einfache Umwandlung der Aldehydgruppe, die 
Reduktion derselben zur primaren Alkoholgruppe, wurde durch 
katalytische Hydrierung mit PtO, erreicht’). Man erhalt jedoch 
dabei ein Tetra-hydro-strophanthidin [V (,,Dihydrostrophanthidol"), 
weil unter diesen Bedingungen auch die Doppelbindung des Lacton- 
ringes hydriert wird. Das Dihydrostrophanthidol diirfte unwirksam 
am Herzen sein. 

In der Absicht, die Carbonylgruppe selektiv zu reduzieren, 
haben wir nun das Strophanthidin der EKinwirkung von Aluminium- 
amalgam unterworfen und dadurch ein neues Reduktionsprodukt 
erhalten. Dieses krystallisiert aus Kssigester in Prismen, welche 
von 150°*) ab sintern und gegen 180° schmelzen; zwischen 180° 
und 190° erstarrt die Schmelze., der endgiiltige Schmelzpunkt 


') Vel. z. B. Zimmermann, Klin. Wsehr. 16, 1153 (1936). 
*) Jacobs. J. of Biol. Chem. SS, 519 (1930). 
*) Sehmelzpunkte ohne besondere Angabe sind unkorrigiert. 
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liegt bei 222—223° (korr.). Aus Chloroform krystallisiert die Sub- 
stanz in langen Nadelbiischeln (vgl. Fig. 1). Die spezifische Drehuny 
betragt + 37° (Methanol). 

Das gleiche Reduktionsprodukt erhilt man durch Behandlung 
des Strophanthidins mit Aluminium-isopropylat. Da die Substanz dic 
Zusammensetzung C,,H,,O, hat und noch eine positive Legal sche 
Reaktion zeigt, mit Carbonylreagentien jedoch nicht mehr reagiert. 
dagegen bei der Acetylierung ein Diacetat (Schmelzp. 193—195°, 


Fig.1. kKrystalle von Strophanthidol 


korr.) lietert, kann sie nur das bisher nicht dargestellte Stro- 
phanthidol (IIT) sein. Zur voélligen Sicherstellung jedoch und des 
Zusammenhanges wegen wurde das Reduktionsprodukt katalytisch 
hydriert. 

Bei der katalytischen Hydrierung des Strophanthidins mittels 
kolloidalen Palladiums wird allein die Lactondoppelbindung ab- 
gesittigt (Dihydrostrophanthidin IT), bei Anwendung von 
auBerdem noch die Carbonylgruppe zur CH,OH-Gruppe reduziert”. 
Fiir das auf letztere Weise erhaltene Tetrahydro-strophanthidin 
(Dihydrostrophanthidol) gab Jacobs den Schmelzp. 163° an, in 
einer spiteren Mitteilung**; 195° (vorhergehend Schmelzen_ bei 
172—175° und kurz darauffolgendes Erstarren). 

Unser Strophanthidol lieB sich mittels Palladiumschwarz nicht 
volistiindig hydrieren. Bei Anwendung von Palladium—Kohle oder 
von einem PdO-Katalysator wurde zwar 1 Mol H, sufgenommen. 
aber die Hauptmenge des Hydrierungsproduktes schmolz auch 
nach wiederholtem Umkrystallisieren unscharf zwischen 180° und 


*) Jacobs, J. of Biol. Chem. 54, 253 (1922); SS, 519 (1930). 
4) J. biol. Chem. (Am.) 99, 528 (1932). 
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Sub. 135% Aus den PdO-Versuchen wurde in geringer Menge eine 
shuns schwerer lésliche Fraktion isoliert, deren Schmelzpunkt bis auf 

»0V0—201°, korr. 205—206° (nach vorhergehendem Schmelzen und 
Mune kirstarren bei etwa 190°) gebracht werden konnte. Eindeutiger 
1Z dic verlief die Hydrierung des Strophanthidols mit PtO,. Wir er- 
Ische hielten damit ein Dihydrostrophanthidol, welches bei etwa 170° 
giert, his 180° unvollkommen schmolz, dann erstarrte und bei 207° 
195°, his 208° (korr.) klar schmolz. Ein genau so schmelzendes Di- 


hydrostrophanthidol bekamen wir bei der zum Vergleich durch- 
gefiihrten Hydrierung des Strophanthidins mit demselben Pt0O,- 
\atalysator. Die spezifische Drehung betrug + 35,5°. Jacobs gab 
fiir seine Produkte + 35° und + 31,8° an. 

Bei der Absattigung der Lactondoppelbindung ist infolge der 
Bildung eines asymmetrischen C-Atoms (x, Formel II u. 1V) das Auf- 
treten von zwei Isomeren méglich. Dadurch wird erklirlich, dab 
die Dihydrostrophanthidolpriparate von Jacobs und von uns hin- 
sichtlich ihrer Schmelzpunkte voneinander abweichen. Unser Di- 
hydrostrophanthidol vom Schmelzp. 207—208° diirfte das héher 
schmelzende und schwerer lésliche Isomere sein. Die Reduktions- 
produkte des Strophanthidins lassen sich demnach folgendermaBen 


zusammenfassen: 

| CH, 

des H | H.C (4) 
isch + H.(Pd) + H.(PtoO,) 

> Ol () 

ttels / 
ab- OH OH 
4 | | | 
idin | Ho GO CO 
oa ‘Ny + 2H.PtO,) ON On 

2 | 
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Auch im Glykosid Strophanthin laBt sich die Carbonylgrupye 
des Genins durch Aluminiumamalgam oder Aluminiumisopropylat 
reduzieren. Sehr geeignet dazu ist das Strophanthinheptacetat, F , 
welches erstmalig von dem einen von uns‘) und kurz danach von § | 
A. Stoll, J.Renz und W. Kreis°®) eingehender beschrieben wordei: 
ist. Bei der Reduktion eventuell noch unverindert gebliebencs f 
Strophanthinacetat ist mit Hilfe von Girards Carbonylreagens I’ FP ; 
abtrennbar. Nach Verseifung des Dihydro-acetats(V) vom Schmel:- 
punkt 172—173° (korr.) erhilt man das entsprechende Dihydio- 
strophanthin (VI), welches wie das Strophanthidin-Triosid ad; 
Alkohol—Chloroform krystallisierbar ist (vgl. Fig. 2). Es schmilzt 


Fig. 2. Krystalle von K-Strophanthol-y 


nach vorhergehendem Sintern bei etwa 200° und besitzt eine 
niedrigere spezitische Drehung (+ 8,6° in Methanol) als das nicht § 
reduzierte Glykosid. Die Siiurespaltung liefert Strophanthido! ; 


und Strophanthotriose. 

R () 4 
\ lis 

| 
di 

OH 

V: R, = acetylierter Strophanthotriose-Rest, R, = H, 

VI: R, = Strophanthotriose-Rest, R, = H, 
VII: R, = acetylierter Strophanthotriose-Rest, R, = COCH,, We 
VIII: R, = Strophanthotriose-Rest, R, COCHL,. Bo 

) Naturw. 25, 651 (1937). *) Helvet. chim. Acta 20, 1484 (1930). 


Helvet. chim. Acta 19, 1095 (1936). 
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Ptlanzliche Herzgiftglykoside, deren Genine am Kohlenstoft- 
atom LO eine CH,OH-Gruppe tragen, sind bisher mit Sicherheit 
nicht bekannt geworden. Fiir das Vorkommen einer solchen Gruppe 
im Ouabain steht der eindeutige Nachweis noch aus"), 

Fiir Glykoside, deren Genin nicht das Strophanthidin, sondern 
das Strophanthidol ist, schlagen wir die Bezeichnung .,Strophan- 
thol* vor. 

Zur Nomenklatur der Strophanthus-Glykoside 


Obwohl vor 1890 schon Fraser als erster den wirksamen 
Stoff der Strophanthus-Kombe-Samen entdeckt, seine glykosidische 
Natur erkannt und das Genin isoliert hatte, bereitete den spiiteren 
Bearbeitern, welche sich wechselnder Methoden bedienten, die 
Darstellung der leicht zersetzlichen Glykoside grobe Schwierig- 
keiten. Kinen entscheidenden Schritt tat Jacobs, welcher das 
Cymarin (K-Strophanthin-@) und das um ein Molekiil Glucose 
zuckerreichere Glykosid K-Strophanthin- aus den Samen isolierte 
und damit das Aufbauprinzip des Zuckeranteils der Strophanthine 
klar erkannte*’) Ein von Jacobs vermutetes drittes Strophantus- 
Glykosid ist in neuester Zeit durch eine schéne Arbeit von Stoll, 
Renz und Kreis) sichergestellt worden. Unabhangig davon und 
last gleichzeitig hat auch J. Kraus‘) das Acetat dieses Glykosids 
und das zugehérige Trisaccharid isoliert und erstmalig beschrieben. 
Stoll und Mitarbeiter zeigten, daB dieses Strophanthin, welches 
sie nennen, mengenmibig das Hauptglykosid 
des Strophanthus-Kkombe-Samens ist. 

Stoll und Mitarbeiter geben in ihrer Arbeit eine kurze histo- 
rische Ubersicht iiber die Ergebnisse fritherer Autoren. Wir méchten 
ier dazu ergiinzend bemerken, daB Fraser sich zur Isolierung 
seines Strophanthins einer Methode bedient hat, welche von spiiteren 


Autoren nicht mehr beniitzt wurde. Er fillte aus dem alkoho- 


lischen, fettfreien Extrakt der Samen den aktiven Stoff mit Gerb- 
siiure, zerlegte den Niederschlag mit Bleihydroxyd, nahm das da- 
durch in Freiheit gesetzte Glykosid mit Alkohol auf und fillte 
es aus der alkoholischen Lisung mit Ather. Es ist nun sehr 
wahrscheinlich, daB Fraser auf diese Weise, im Gegensatz zu 
den spateren Autoren, schon das oben erwihnte Hauptglykosid. 
wenn auch nicht in absoluter Reinheit, gewonnen hat. Unsere 
Krgebnisse bei der gelegentlichen Nacharbeitung der Fraserschen 


) Elderfield, Chem. Reviews 17, 187 (1935). 
5) J. of Biol. Chem. 67, 609: 69, 153 (1926). 
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Methode, welche wir, den Originalangaben®) folgend, médglicis 
genau einhielten, seien hier kurz mitgeteilt: 

Die Fillung des iiber Gerbsiiure gereinigten Glykosids dure; 
sehr langsamen Zusatz von Ather (2——3faches Volumen) fibhrte 
zu einem vollig farblosen, amorphen, kérnigen (nicht flockigen 
Produkt. Dieses schmolz unscharf gegen 190° unter Aufschiumen, 
war in Wasser sehr leicht léslich und gab nach dem Trockney 
bei 10O0O—110° im Hochvakuum die Werte C 57,38, 56,97 und 
H 7,80, 7,74 

Es berechnet sich: 


Fiir das wasserfreie ,, K-Strophanthosid “ 


also wesentlich niedrigere Zahlen. Jedoch ist zu beriicksichtigen, 
daB das Glykosid hartniickig Wasser zuriickhilt und nur durch 
mehrstiindiges Erhitzen bei 100 —110° im Hochvakuum vollkommen 
getrocknet werden kann; fiir das Monohydrat C,,H,,O,,-H,O be- 
rechnet sich z. B. C 56,60 und H 7,47. Solche tisfon C-Werte 
wurden auch bei unserem Produkt erhalten, wenn die Trocknung 
bei 100—110° nicht im Hochvakuum stattfand. 


Die Drehung seines Strophanthins hat Fraser nicht an- 
gegeben. Wir fanden fiir das nach seiner Methode gewonnene 
Produkt in Methanol (¢ = 1,5) [¢],, = + 14,5°; 15,3°; 15,8° Nach 
Stoll und Mitarbeitern sind die entsprechenden Werte fiir 
..K - Strophanthosid® + 13,85° und fiir das K -Strophanthin - 
+ 31,8°. Das Frasersche Strophanthin diirfte nach alledem 
auBer dem zuckerreichsten Glykosid C,,H,,O,, verhiltnismifig 
geringe andere Beimengungen enthalten haben. 


Fraser belegt seine Angabe, daB es ihm gelegentlich ge- 
lungen sei, dieses Glykosid aus alkoholischer Lésung durel 
vorsichtigen Atherzusatz zum Krystallisieren zu bringen, durch 
mehrere Figuren solcher Krystalle (vgl. Fig. 3 und 4). 

Wir enthalten uns jedoch der Stellungnahme zur Frage, 0) 
es sich hier tatsichlich um_,,K-Strophanthosid“-Krystalle  ge- 
handelt hat, da, wie oben erwihnt, unser Fraser-Strophanthin 
keine erkennbare krystalline Struktur aufwies. Wir gedachten eine 
solehe eventuell doch vorhandene durch das Réntgendiagramm 


Trans. Roy. Soc. Edinburgh 35, 993 u. tf (1890). 
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pachzuweisen; Vergleichsversuche zeigten dann aber, daB selbst 
reines (tiber das Acetylderivat hergestelltes) krystallisiertes ,,K-Stro- 
phanthosid* nach der in der gleichen Weise durchgefiihrten Fallung 
mit Ather aus seiner alkoholischen Lésung in genau derselben Form 
mikroskopisch: abgerundete Kérner) anfiel und dann ein inter- 
ferenzlinientfreies Réntgendiagramm lieferte (vgl. Fig. 5 und 6, 


Tafel ID. Beim Umkrystallisieren des Fraserschen Strophanthins 


aus Methanol—Chloroform jedoch erhielten wir die von Stoll und 


Kkrystalle von Strophanthin nach Fraser 


hig. 3. ,,Crystalline groups of Strophanthin, slowly formed in a dilute alcoholic solution 
after the addition of ether.* 


rig. 4. ,,Strophanthin is a colourless, opaque, and brittie substance, having an appearance 
suggestive of a crystalline body, but exhibiting no crystals to the naked eye. Unde: 
the microscope. however, it is found to consist of minute irregular erystalline 
plates.** 


Mitarbeitern beschriebenen ,,-Strophanthosid“- Krystalle in eimer 
Ausbeute von etwa 80°/). 

In Anbetracht der T'atsache also, dafi Fraser als erster 
z\cifellos das Hauptglykosid der Strophanthus-Kombe-Samen_be- 
schrieben und eine Darstellungsmethode dafiir angegeben hat. 


scheint es angemessen zu sein, den von Fraser gewihlten Namen 


_.Strophanthin* als Gruppenbezeichnung fiir die gesamten Stro- 


phanthus-Glykoside beizubehalten. Unseres Erachtens eriibrigt 


sich der von Stoll und Mitarbeitern neuerdings fiir eines dieser 


Glykoside eingefiihrte Sondername ,,K-Strophanthosid*. Dieser 


keunzeichnet ja auch die Zusammensetzung des Zuckeranteils in 
-kener Weise. Vielmehr diirfte es zweckmaBig sein, die drei 
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zusammengehorigen herzwirksamen Strophanthus-Kombe-Glykoside 
nach einem Schema zu benennen, welches auf Jacobs) zuriickgehit: 


K-Strophanthin-c = Strophanthidin—Cymarose = Cymarin 
K-Strophanthin-¢ = Strophanthidin-Cymarose—Glucose 
K-Strophanthin-y — Strophanthidin-Cymarose—Glucose—Glucose. 


Das oben beschriebene Reduktionsprodukt des K-Strophan- 
thins-7 bezeichnen wir nach dem bisher Gesagten sinngemiifi al; 
K-Strophanthol-y. 

Die Acetylierung des K-Strophanthols-y in Pyridin fiihrt zu 
einem Octa-acetat (VII) vom Schmelzp. 153—155° (korr., Sintern 
ab 148°). Wenn die Verseifung des letzteren mit Bariummethylat 
in der gleichen Weise wie beim K-Strophanthin-y ausgefihrt wird, 
erfolgt die Abspaltung von 7 Acetylgruppen. Das Verseifungs- 
produkt, welches nach dem Umkrystallisieren aus Methanol- 
Chloroform bei 190—195° (Zers.) schmilzt, ist das 18-Acety!- 
K-Strophanthol-y (VIII); denn bei der Siurespaltung des letzteren 
wurde ein acetylhaltiges Genin erhalten. Das erwartete 18-Acety!- 
strophanthidol war aber nicht rein. Wahrscheinlich erfolgt durch 
die NSpaltungssiiure eine teilweise Verseifung zu Strophanthidol. 


Experimenteller Teil 


Strophanthidol. a) Zu einer heiBen Lisung von 5,0 g wassertreiew 
Strophanthidin in einer Misehung von 50 cem Isopropylalkohol und 150 cem 
Benzol wurden 88 cem einer isopropylalkoholischen Lésung von Aluminium- 
isopropylat (8,8 g) zugesetzt. Der dadurch verursachte Niederschlag ging in 
Verlaufe des folgenden 5—6stiindigen Kochens nicht vollkommen in Lésung. 
Wihrend dieser Zeit destillierten 300—350 cem ab. Das gleiche Volumen 
einer entsprechend zusammengesetzten Isopropylalkohol—Benzol- Misechung 
wurde der siedenden Flissigkeit zur Konstanthaltung ihres Volumens kon- 
tinuierlich zuflieBen gelassen. Nach Beendigung des Kochens wurden 90 cen 
Methanol und 10 cem Wasser zugesetzt und das Aluminiumhydroxyd ab 
filtriert. Das Filtrat wurde zur Trockne verdampft, der Riickstand lieferte. 
aus Chloroform krystallisiert, 0,9 g Strophanthidol. Beim Verreiben des al 
filtrierten Aluminiumhydroxyds mit verdiinnter Salzsiiure blieben weitere 
1,6 g des Reduktionsproduktes in dachziegeliihnlichen Krystallen  zuriick. 
Kin dritter Anteil wurde durch Ausschiitteln des salzsauren Filtrates it 
300 cem Chloroform erhalten. Gesamtausbeute 3,0 g. Das so gewonnene 
Strophanthidol enthielt noch Strophanthidin, welches durch 2 tigiges Stele 
mit 1g Hydroxylamin-Acetat in alkoholischer Lésung in das Oxim ver 
wandelt wurde. Strophanthidin-Oxim und Strophanthidol lieben sich durch 


'') Die Beibehaltung des Namens ,,Cymarin‘ ist deshalb bereehtigt 
weil dieses Glykosid zuerst, wie bekannt, aus einem anderen Naturstof 
isoliert worden ist [Ber. chem. Ges. 48, 979 (1915)). 
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nkrvstallisieren aus Chloroform leicht trennen. Ausbeute an reinem 
Strophanthidol 2 g. 

b) 10 g diinnes Aluminiumblech wurden mit 0,5°/,iger Sublimatlésung 

akt iviert, mit Wasser und Alkohol gut gewaschen und mit einer Lésung von 
( ¢ Strophanthidin in 380 cem 96°/,igem Alkohol iibergossen. Nach mehr- 
tigigem Stehen bei Zimmertemperatur und gelegentlichem Wasserzusatz 
‘usgesamt 20 cem) war das Aluminiumblech vollkommen zerfallen. Das 
\luminiumhydroxyd wurde durch Absaugen abgetrennt und 3mal mit 
{00 cem Alkohol ausgekocht. Die vereinigten alkoholischen Filtrate wurden 
zur Trockne verdampft und der Riickstand aus Chloroform umkrystallisiert. 
\usbeute 8,8 g reines Strophanthidol. 

Das nach a) oder b) erhaltene Strophanthidol krystallisiert aus Chloro- 
form in wenigen Minuten in Form von zentimeterlangen Nadelbiischeln. 
A\us Essigester erhilt man Prismen, welche von 150° ab sintern und gegen 
\S0° sehmelzen; die Schmelze erstarrt bei weiterem Erhitzen zwischen 180° 
ud 190° vollkommen und schmilzt dann scharf bei 216—217° (korr. 222° 
bis 223. 

Zur Analyse wurde bei 125—130° und 1 mm iiber P,O, getrocknet: 

9,557, 5,793 mg Subst.: 13,950, 14,390 mg CO,, 4,275, 4,245 mg H,0. 


C,,H,,0, (406.3) Ber. 67,98 H 8,37 
Gef. ,, 68,46, 67,75 8,60, 8,20. 


0,0409 g in Methanol zu 2,00 cem gelést (¢ = 2,05), 1 dm. 
= +0,76°, [a}?? = + 37,1°. 


ema diacetat. 1,36 ¢ Strophanthidol wurden mittels 5 cem 
Pyridin und 2,5 eem Essigsiiureanhy drid bei Zimmertemperatur in 22 Stunden 
acetyliert. Das nach dem AusgieBen in Wasser mit Essigester aufgenommene 
Re ‘aktionsprodukt wurde, nach Waschen des Essigesters mit schwacher Salz- 
siure und Bicarbonatlésung und Verdampfen des Lésungsmittels, in Aceton 
velést. Beim stufenweisen Ligroinzusatz bis zur jeweiligen Triibung krystalli- 
siert das Diacetat in groBen Prismen allmiihlich aus (0,95 g). Schmelzp. 193° 
bis 195° (korr.) 
Zur Analyse wurde bei 100° getrocknet: 


4,390 mg Subst.: 10,615 mg CO,, 3,050 mg H,O. — 7,890 mg Subst.: 
‘14 cem n/100-NaOH. 


C.,H,0, (490,3) Ber. © 66,07 7,81 COCH, 17,54 


Hydrierung des Strophanthidols. a) 0,84 g¢ Strophanthidol, in 25 eem 
Methanol gelést, wurden mit 0,2 g Palladiumschwarz (Herstellung: Reduktion 
init Formaldehyd) unter Wasserstoff geschiittelt. Nach Aufnahme von 5 cem H, 
kam die Hydrierung zum Stillstand (ber. Menge fiir 1 Mol H,: 46 cem). 
Auch naeh Zusatz von 1g frischem Palladiumschwarz konnte keine weiter- 
vchende Wasserstoffautnahme erzielt werden. 

b) 2,52 g ——n in 85 cem Methanol gelést, wurden mit 3,14 ¢ 
Palladium-Tierkohle (= 0,31 g Pd) hydriert. H,-Aufnahme in 2 Tagen bis 
zir Konstanz 193 cem (ber. fiir 1 Mol H,: 140 cem). Nach mehrmaligem 
Uinkrystallisieren des Keduktionsproduktes blieb der Schmelzpunkt bei 180° 
bis 185° stehen. Die Legalsehe Reaktion war negatiy. Die Elementar- 


ig 
| 
. 
4 
: 
| 
ie 
. 


48 EK. Rabald und J. Kraus, 


analyse ergab © 67,28; H 9,02 (ber. fiir Dihydrostrophanthidol: C 67.))), 
8,83). Jacobs*) fand fiir Dihydrostrophanthidol den Sechmelzpunkt 7) 
160—165°, spiiter'') ungefiihr 195° (nach vorhergehendem Schmelzen bei !°2 
bis 175° und darauffolgendem Festwerden). 

ce) 1,5 g Strophanthidol, in 45 cem Methanol gelést, wurden mit 
vorreduziertem PdO-BaSO,-Katalysator (= 0,3 g PdO) hydriert. Es wurden 
bis zur Konstanz 85 cem H, (ber. fiir | Mol H,: 83 ¢em) in 12 Stunden aut 
genommen. Das aus Alkohol umkrystallisierte Reduktionsprodukt (1,11 ¢ 
schmolz wieder bei 180--185°. Aus den Mutterlaugen wurde in geringer 
Menge ein Krystallisat erhalten, dessen Schmelzpunkt bei wiederholte,, 
Umkrystallisieren auf 200-—201° (korr. 205—-206°) gebracht werden konnte 
(zuvor Schmelzen und Erstarren bei etwa 190°). Der Mischschmelzpuikt 
dieses Krystallisates mit dem unter d) beschriebenen Dihydrostrophanthi«do 
lag bei 207-—208° (korr.), zeigte also keine Depression. 

Zum Vergleich wurde die Hydrierung des Strophanthidins mit dei 
gleichen PdO-BaSO,- Katalysator ausgefiihrt. Die Hydrierung von | ¢ 
Strophanthidin in 30 ecm Methanol mittels 2 g¢ Katalysator 0,2 g¢ Pd0 
war nach 5 Stunden mit der Aufnahme yon 60 cem H, (ber. fiir 1 Mol II; 
55 cem) beendet. Die Legalsche Reaktion war dann negativ. Das Palladium. 
oxyd ist somit in seiner Wirkung dem kolloidalen Palladium von Jacobs: 
gleich. Jacobs gibt jedoch fiir sein Dihydrostrophanthidin den Sehme!z 
punkt 190--195° an, wiihrend unser Reduktionsprodukt trotz mehrfachen 
Umkrystallisieren bei 184-187" schmolz. 

d) 1,65 ¢ Strophanthidol wurden in 50 ccm Methanol mit 0,5 g vor 
reduziertem Platinoxyd bis zur Siittigung hydriert. Die Wasserstoffaufnahie 
betrug in etwa 20 Stunden 9 cem (ber. fiir 1 Mol: 98 eem). aus 
Alkohol umkrystallisierte Hydrierungsprodukt (1,41 g) sinterte bei 160——170 
und sehmolz bei 190°. Nach weiterem Umkrystallisieren aus Methanol oder 
Athanol erhéhte sich der Schmelzpunkt. Das in dicken Prismen sehlieblic! 
erhaltene Dihydrostrophanthidol sinterte und schmolz (auch nach Trocknen be: 
100°) unyollkommen zwischen 170—I180°, erstarrte bei etwa 185° vollsténdiy 
und schmolz scharf bei 202—-203° (korr. 207--208°). Der letztere Sehme!z 
punkt wurde nach Abkiithlung und erneutem Sehmelzen wiedergefunden. 

Zur Analyse wurde bei LOO—-110° getrocknet. 


5.930 mg Subst.: 14,610 mg CO,, 4,750 mg HO. 
C,,H,,0, (4083) Ber. © 67,65 HS8S83 Gef. 67,18 


0.0400 ¢ in Methanol zu 2,00 cem gelést (¢ — 2,0), 1 dm. 


ap=+ 0,71", = + 35,0". 


Hydrierung des Strophanthidins mit Platinoxyd. Sie erfolgte i: 
der eben beim Strophanthidol beschriebenen Weise. Nach Aufnahme vou 
2 Mol Wasserstoff schmolz das aus Alkohol krystallisierte hydrierte Produkt 
zuniichst bei 195—200°, unter vorhergehendem Sintern ab 170°. Die weitere 
Reinigung fithrte zu einem Dihydrostrophanthidol, welches denselben Schmelz. 
punkt (207—208° korr.) wie das aus Strophanthidol erhaltene hatte und nut 
diesem gemisecht keine Schmelzpunktsdepression zeigte. 

Zur Analyse wurde bei 100—-110° getrocknet. 


‘ty J. of Biol. Chem. 99, 528 (1932). 
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Fig. 5 


Ré6ntgenogramm von krystallisiertem K-Strophanthin-y 


Fig. 6 


Rintgenogramm von krystallisiertem K-Strophanthin-y nach Umfiillung aus Alkohol—Ather 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band 265, Tafel II 
E. Rabald und J. Kraus, 
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5,361 mg Subst.: 13,225 mg CO,, 4,380 mg H,O. 
Ber. C 67,65 H 8,83 Gef. C 67,30 H 9,14. 


0,0544 g in Methanol zu 2,00 cem gelést (¢ = 2,72), 1 dm. 
a, = + 0,98°, [a], = + 36,0°. 


K-Strophanthol-y-heptacetat. 10 g K-Strophanthin -y-heptacetat 
(Schmelzp. 228° korr.) wurden in einer Mischung von 300 eem 96°/,igem 
Alkohol mit 300 eem Essigester gelést. Der Liésung wurden 50 cem Wasser 
und 17 g amalgamiertes Aluminiumblech zugefiigt, dann wurde bis zum voll- 
stiindigen Zerfall des Aluminiums geschiittelt. Das _Aluminiumhydroxyd 
wurde abgetrennt und mit Alkohol-Essigestermischung (1:1) 2mal aufgekocht. 
Alle Filtrate wurden vereinigt und zur Trockne gedampft. Der Riickstand 
(9 g) bestand aus dem Heptacetat des K-Strophanthols-y und unveriindert 
gebliebenem Strophanthinacetat. Zur Bestimmung dieses letzteren nicht 
reduzierten Anteils eignet sich die Carbonylgruppen-Titration mittels salz- 
sauren Hydroxylamins’). Strophanthidinderivate lassen sich damit hin- 
reichend genau (auf 5—10°/,) titrieren. Der Anteil an nicht reduziertem 
Acetat betrug bei verschiedenen Ansiitzen 3—25°/,, er konnte durch neuer- 
liche Reduktion mit amalgamiertem Aluminium vermindert werden. Die noch 
verbleibenden Reste wurden mit dem Girard-Reagens T°) entfernt, da das 
Kondensationsprodukt desselben mit dem Strophanthinacetat wasserléslich ist: 

26,2 g rohes Strophantholheptacetat wurden zusammen mit 42 g Girard- 
Reagens in 420 eem Methanol gelést. Nach Zusatz von 80 cem Eisessig blieb 
die Mischung 3 Stunden stehen und wurde dann in 2 Liter einer mit etwas 
Benzol iiberschichteten 0,74 n-Sodalésung von 0° eingegossen. Die triibe 
Fliissigkeit wurde 4mal mit insgesamt 1800 cem Benzol ausgeschiittelt. Der 
Riickstand (19,3 g) der mit Soda und Wasser gewaschenen und dann ver- 
dampften Benzollésung wurde aus 250 eem Isopropylalkohol umkrystallisiert. 
Das erste Krystallisat betrug 16,4 g, aus der Mutterlauge wurden noch einige 
Gramm nicht ganz reines Produkt erhalten. K-Strophanthol-y-heptacetat 
krystallisiert aus Methanol oder Athanol in langen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 166—168° (korr. 172—173°). Es ist in diesen Lésungsmitteln etwas 
léslicher als das entsprechende Strophanthinacetat. Von letzterem war es, 
wie die Hydroxylamintitration ergab, vollstiindig frei: 0,541 g verbrauchten 
keine meBbare Menge 0,1 n-Na atronlauge. 

Zur Analyse wurde bei 110° im Hochvakuum getrocknet. 


4,138, 3,675 mg Subst.: 8,76, 7,78 mg CO,, 2,59, 2,27 mg H,O. — Meth- 
oxylbestimmung (maBanalytisch nach Viebéck und Brecher): 5,476, 5,264mg 
Subst.: 1,41, 1,37 cem n/50-Na,8,0,. — Acetyl: 5,250 mg Subst.: 3,13 eem 
n 100-NaOH. 

C5 (1168,6) 
Ber. C 57,48 H 6,90 OCH, 2,65 COCH, 25,76 
Gef. ,, 57,73, 57,73 » 7,00, 6,98 » 2,06, 2,69 » 20,60. 

Eine 3,8°/,ige Lésung in Methanol drehte im 1 dm-Polarisationsrohr 
nicht merklich (@, = 0 + 0,02°). 

0,0429 g, in Benzol zu 2,00 cem gelést (¢ = 2,15), 1 dm. 

ap=—0,18°, 84°. 


™) Methodik: Dirscherl, Diese Z. 233, 27 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 
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K-Strophanthol-y. Einer auf +8° abgekiihlten Lisung yon 12,3 g 
K-Strophanthol-y-heptacetat in 900 cem Methanol wurden 10,5 eem 0,1 
methylalkoholische Bariummethylatlésung zugesetzt. Nach 24 stiindigen 
Stehen im Eisschrank war die Reaktion sehr sechwach phenolphthaleinalkalisch 
geworden; es wurde nochmals die gleiche Bariummethylatmenge zugefiigt 
und noch 16 Stunden bei 8—11° belassen. Nachdem dann das Barium dure}; 
die berechnete Menge Schwefelsiiure entfernt und die Fliissigkeit klar filtriert 
war, wurde das Filtrat bei 20° im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riick- 
stand wurde in 80 eem Methanol gelést, die Lésung filtriert und mit Chloro- 
form bis zur Triibung versetzt. Im Verlauf einiger Tage krystallisierten, 
unter zeitweiligem Zusatz weiteren Chloroforms, 8,0 g des Glykosids aus. 
Die Gesamtmenge des Chloroforms betrug 1450 cem. K-Strophanthol-y 
krystallisiert in rosettenférmigen Biischeln, welche an die von A. Stoll 
beschriebenen Formen des entsprechenden Strophanthidinglykosids erinnern. 
Die in Wasser sehr leicht lésliche Substanz hilt Lésungsmittel hartniickig 
zuriick. Der Schmelzpunkt war auch nach mehrstiindigem Trocknen unscharf. 
Die Krystalle sinterten gegen 190° und zersetzten sich bei 195—200° unter 
Gasentw icklung. Zur Analyse wurde bei 110° im Hochvakuum getrocknet. 


3,592, 4,730 mg Subst.: 7,62, 9,985 mg CO,, 2,31, 3,305 mg H,O. — 
4,915 mg Subst.: 1,85 cem n/50-Na,8,0,. 


CyoHoeO,9 (874,5) Ber. C 57,63 H 7,61 OCH, 3,55 
Gef. ,, 57,85, 57,57 7,20, 7,81 


0,4498 ¢ hochvakuumtrockene Substanz, in Methanol zu 25,0 cem ge- 


lést (¢ = 1,80), 2 dm. 
a,p= +0,31 [alt= +8,6°. 


Saurespaltung des K-Strophanthols-y. 2,00 g¢ wurden in 30 ccm 
0,1 n-Schwefelsiure gelést und 2 Tage lang bei 40° gespalten. Das aus- 
krystallisierte Aglykon wurde abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser gewaschen, 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und wog dann 0,75 g. Die Chloroform- 
ausschiittelung der wiBrigen Mutterlauge (4 x 100 eem Chloroform) lieferte 
noch 0,09 g. Gesamtmenge des Aglykons 0,84 g, entsprechend 42°/, (ber. 
Aglykongehalt 46,3°/,). Das rohe Genin besaB die spezifische Drehung 
+ 35,1° (Methanol). Nach Umkrystallisation aus Chloroform und aus Essig- 
ester war [e]}7 = + 37,6° (Methanol) und der Schmelzp. 217° (korr. 223°) 
mit vorhergehendem Schmelzen und Erstarren bei 180—190°. Mit Strophan- 
thidol gemischt trat keine Schmelzpunktsdepression auf. Das schwefelsaure 
wiibrige Filtrat vom Aglykon wurde mit Bariumearbonat neutralisiert und 
nach Filtration zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in wenig 


Wasser gelist und mit Methanol und Ather versetzt. Die zur Krystallisation 
225° (korr.) unter Zers. 0,0926 g 


kommende amano schmolz bei 22 
derselben in Wasser zu 2,00 cem gelist (c= 4 ,63), 1 dm. 
Cp = t+ 0,34 °, = +7,34°. 
A. Stoll und Mitarbeiter") fanden +7,73° und +7,75°. 


Octacetyl-K-Strophanthol-y. Die Acetylierung geschah durch 21 stiin- 
diges Stehenlassen einer Mischung von 5,39 g K-Strophanthol-y-heptacetat 


18) Helvet. chim. Acta 20, 1509 (1937). 
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mit 25 eem Pyridin und 15 cem Essigsiiureanhydrid. Der nach dem Ein- 
vieBen in Eiswasser auftretende Niederschlag wurde aus Methanol mehrmals 
umkrystallisiert, bis der Schmelzpunkt konstant 153—155° (korr., Sintern 
ab 148°) betrug (2,89 g). Aus den Mutterlaugen lieB sich noch mehr von 
der gleichen Substanz isolieren. 

Zur Analyse wurde bei 100° im Hochvakuum getrocknet: 


4,040, 4,244 mg Subst.: 8,58, 899mg CO,, 2,57, 2,71 mg H,O. — 
Methoxyl: 4,352, 4,714 mg Subst.: 1,11, 1,21 ecm n/50-Na,$,0,. — Acetyl: 
5,964, 6,229 mg Subst.: 3,94, 4,15 eem n/100-NaOH. 


C.gH 202, (1210,6) Ber. C 57,49 H 6,82 OCH, 2,56 COCH, 28,42 


Gef. ,, 57,92 mee 28,43 
0,3935 g Subst., in Benzol zu 10 eem gelést, 2 dm. 
at? = — 0,56 = —7,1°. 


18-Acety1-K-Strophanthol-y. 2,89 ¢ Octacetyl-K-Strophanthol-y, in 
200 eem absolutem Methanol gelést, wurden mit 4,5 cem n/10-Bariummethylat- 
lésung durch 24stiindiges Stehen im Eisschrank verseift. Die weitere 
Aufarbeitung geschah in der beim K-Strophanthol-y beschriebenen Weise. 
18-Acetyl-K-Strophanthol-y krystallisiert aus Methanol—Chloroform (etwa 1:7 
bis 1:13) in Rosetten, die denen des K-Strophanthins-y und des K-Stro- 
phanthols-y sehr dhnlich sind. Die scharf getrocknete Substanz schmilzt 
nach vorhergehendem Sintern bei 190—195° (Zers.). Sie ist in Wasser leicht 
léslich und Lésungsmittel stark zuriick. 

Zur Analyse wurde bei 100° im Hochvakuum getrocknet: 


4,368, 3,692 mg Subst.: 9,18, 7,79 mg CO,, 2,97, 2,50 mg H,O. — 
Acetyl: 5,497, 4,640 mg Subst.: 0,65, 0,53 cem n/100-NaOH. — Methoxyl: 
3,672 mg Subst.: 1,44 cem n/50-Na,8,0,. 

C,,Hgg00, (916,5) Ber. C 57,61 4H 7,47 OCH, 3,38 COCH, 4,69 
Gef. ,, 57,32 » 4,05 5,05 


0,0823 g bei Zimmertemperatur getrocknete Substanz mit einem Feuchtig- 
keitsgehalt von 8,72°/, in Methanol zu 2,00 cem gelést, 1 dm, a}t = + 0,37° 
Berechnet fiir die trockene Substanz ist [a]}t = + 9,85°. 


Spaltung des 18-Acetyl-K-Strophanthols-y. Eine kalt hergestellte 
Lésung von 2,48 g in 17 cem n/20-H,SO, wurde 5 Minuten lang in ein 
siedendes Wasserbad gebracht, dann sogleich gekihlt. Ein Teil des Genins 
wurde dabei ausgeschieden, ein weiterer durch mehrmaliges Ausschiitteln 
mit Chloroform extrahiert. Die Gesamtmenge des Genins (1,05 g) wurde aus 
Essigester, dann aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Blittchen vom un- 
scharfen Schmelzp. 145—150°. Die C-H-Analyse ergab héhere C-Werte 
als die fiir ein 18-Acetyl-strophanthidol errechneten. Der Acetylwert be- 
trug 6,94 und 7,00°/, (ber. 9,59). 
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Uber den Fluorgehalt des menschlichen Blutes 
Von 
H. Hartmann, E. Chytrek und R. Ammon 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Anorganisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
und der Medizinischen Klinik der Universitit Breslau) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1940) 


Kraft und May?) untersuchten in neuerer Zeit den Fluor- 
gehalt des menschlichen Blutes und wiesen auf die stark unter- 
schiedlichen Angaben der Literatur iiber die im menschlichen 
Blut gefundenen Fluormengen hin’), Nach ihren Bestimmungen 
liegt der Blutfluorgehalt beim Normalen zwischen 100—120 y-°/,. 
Stuber und Lang?) haben z. B. Werte zwischen O0—850 y-°/, 
angegeben und die wichtige Beobachtung mitgeteilt, daB der Blut- 
fluorwert offenbar bei der Himophilie stark ansteigt (bis 3,9 mg-°/,. 

Wir haben uns ebenfalls mit dem Blutfluor beschaftigt und 
zum Ziel gesetzt, die verschiedenen krankhaften Zustiinde auf den 
Gehalt des Blutes an Fluor zu untersuchen und insbesondere 
danach gefahndet, ob analog dem Blutjod auch ein ,,anorganisches“ 
und ,organisches* Fluor im Blute anzunehmen ist*). Denn es 
wird das alkoholunlésliche Jod mit dem organischen und das 
alkohollésliche mit dem anorganischen Jod des Blutes in Be- 
ziehung gesetzt bzw. identifiziert. Wenn auch wohl keine absolute 
Ubereinstimmung zwischen diesen Werten besteht, so lift sich 
jedenfalls das Blutjod in 2 Fraktionen zerlegen. In diesem Sinne 
soll auch von dem ,,organischen“ bzw. ,,anorganischen“ Blutfluor 
gesprochen werden. 


) K. Kraft u. R. May, Diese Z. 246, 233 (1937). 

*) Vgl. auch die Zusammenstellung von Kay Rohol in Handb. exp. 
Pharmak., Ergiinzungswerk 7. Bd., Verlag Springer, Berlin 1938. 

5) B. Stuber u. K. Lang, Z. Klin. Med. 112, 423 (1928); Biochem. Z. 
212, 96 (1929). 

*) Vgl. z. B. K.Gutzeit u. G.W. Parade, Z. Klin. Med. 133, 515 
(1938) und andere Mitteilungen. 
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Uber den Fluorgehalt des menschlichen Blutes 53 


Zunichst gingen wir von der Methode von Kraft und May 
aus, die sich auf die Untersuchungen von Kolthoff und Stronsky’) 
stiitzt. Von Kraft und May wurde das Verfahren fiir die Be- 
stimmung des Fluors im Blut modifiziert, wobei besonders die Ver- 
aschung zu erwahnen ist. Bei unseren eigenen Versuchen zeigte 
es sich nun, daB die Angaben von Kraft und May nicht ohne 
weiteres zu reproduzieren sind und da8 wir ihr Verfahren in 
einigen Punkten abinderten: 


1. Veraschung der Blutprobe nach dem Prinzip der Jod- 
bestimmung nach Pfeiffer®). 

2. Zerlegung des Blutes in 2 Fraktionen zur Untersuchung 
auf das alkohollésliche und alkoholunlésliche Fluor. 

3. Hinweis auf eine mégliche Verbesserung der kolorimetri- 
schen Bestimmung selbst. 


Die Methode 


Die von uns angewandte Methode gliedert sich in 2 Ab- 
schnitte, nimlich 1. die eigentliche analytische Bestimmung und 
2. die Abtrennung des Fluors von den iibrigen Substanzen des 
Blutes sowie die Bereitung und Aufarbeitung der Fluorfraktionen. 


Fiir die analytische Bestimmung findet die bereits bekannte Methode 
von Kolthoff und Stronsky (a. a. 0.) baw. von de Boer und Basart’) 
Anwendung. Das Fluor wird als KieselfluBsiure iiberdestilliert, in Natron- 
lauge aufgefangen und mit 5 cem Zirkonlack aufgenommen. Diese Lack- 
menge gestattet eine Bestimmung bis zu etwa 75 y Fluor. Sind gréBere 
Mengen anwesend, so ist entsprechend mehr Lack zu verwenden. Bei der 
Destillation gehen, aus dem Chloridgehalt des Blutes stammend, gréfere 
Mengen von HCl iiber. Diese tritt, nach dem Versetzen des eingedampften 
Destillats mit dem Farblack als Bodensatz von NaCl stérend in Erscheinung. 
Durch Absaugen durch eine Mikro-Glasfritte, direkt in das Kolorimeter- 
réhrehen (Reagenzgliiser gleicher Weite) und Nachspiilen mit HCl wird das 
Kochsalz entfernt. In einem zweiten Réhrehen wird die gleiche Menge 
Zirkonlacks mit eingestellter, salzsaurer Natriumfluorid-Lésung mit der Unter- 
suchungsprobe auf Farbgleichheit gebracht. Die Schichthéhe muf dabei 
in beiden Réhrchen dieselbe sein, was durch Ausgleich mit HCl-Liésung 
erreicht wird. Die Beobachtung erfolgt gegen eine helle Unterlage in Auf- 
sicht. Als Lésungsmittel fiir Lack und Standard-Flissigkeit dient eine etwa 
6n-HCl (Dichte 1,19, 1:1 mit Wasser verdiinnt). 

Eine Bestimmung des Fluorgehalts der Salzsiiure und eine Titer- 
bestimmung der Zirkonlésung, wie Kraft und May es angeben, ist tiber- 


5) I. M. Kolthoff u. E.Stronsky, Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 6, 
118 (1934). 

®) Vgl. auch Gutzeit u. Parade, Z. Klin. Med. 133, 503 (1938). 

’) de Boer u. Basart, Z. anorg. u. allg. Chem. 152, 213 (1926). 
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fliissig, denn, da beide Réhrchen die gleiche Siure in gleichen Mengey 
enthalten, hebt sich ein eventuell vorhandener Fluorgehalt heraus. Bei der 
Herstellung der Lésungen und der Reinigung der Ausgangssubstanzen wurde 
nach Kolthoff verfahren (vgl. auch Kraft und May, a. a. O.). 


Das etwas umstiindliche Kolorimetrieren mit Réhrchen kann bei Ver- 
wendung eines Doppelkeilkolorimeters (wie es z. B. Hellige-Freiburg fiir 
Py-Messungen liefert) vereinfacht werden. Die eine Kammer mu8 dann den 
Farblack der zu untersuchenden Fliissigkeit enthalten, die andere einen 
Farblack mit Zusatz von 80 y Fluor. Eine solche Standard-Lack-Lésung ist 
aber unbestindig und flockt nach einigen Tagen unter Entfirbung aus. 


Die fiir die Kolorimetrie erforderliche Abtrennung des Fluors von den 
erheblichen Mengen anderer Substanzen des Bluts bereitete groBe Schwierig- 
keiten. Es kénnen aber, wie bereits erwiihnt, die stérenden anorganischen 
Stoffe nach Hoskins und Ferris‘) durch Abdestillation des Fluors als 
KieselfluBsiure leicht umgangen werden. Die dazu in erster Linie erforder- 
liche Zerstérung der organischen Substanzen brachte jedoch nach der 
Methode der Dauerveraschung, wie sie Kraft und May anwandten, Mib- 
erfolge. Es wurde unter mannigfachen Abwandlungen und Zusiitzen ver- 
ascht, doch wurde auch nach yorheriger Zugabe von Fluor dieses Element 
nach der Veraschung nicht oder nur mit groBen Verlusten wiedergefunden. 
Wir haben uns daher der Veraschung in einem geschlossenen System zu- 
gewandt und auch hier anfingliche Schwierigkeiten gehabt. Denn bei Ver- 
wendung von z. B. Chromschwefelsiiure oder Permanganat war der Ubergang 
von Chromylehlorid bzw. Manganheptoxyd festzustellen. SchlieBlich zeigte 
sich die Anordnung von Pfeiffer’) als brauchbar, wie sie fiir Jodbestim- 
mungen im Blut Verwendung findet. 

Die Zersetzung der organischen Substanzen erfolgt mit Perhydrol- 
Schwefelsiiure nebst zusiitzlicher Verbrennung tibergehender Fettsiiuren an 
einem gliithenden Platinkontakt. 

Da gleichzeitig mit diesem Aufschluf das Abdestillieren des Fluors 
von den anorganischen Begleitstoffen erfolgen soll, wurden die fiir die 
Bildung der Kieselfluorwassersiiure nétigen Bedingungen eingehalten. Die 
Schwefelsiure ist nach Zugabe des Perhydrols 50°/,ig, die Temperatur darf 
140° nicht iibersteigen, es wurden jeweils 0,1 g Glaspulver zugesetzt und 
im Laufe von 2 Stunden werden 180 cem Wasser als Dampf durch den 
Zersetzungskolben geleitet. Das Destillat wird in Alkali aufgefangen, das 
dann, wie beschrieben, anschlieBend kolorimetriert wird. 


Die ‘benutzte Apparatur zeigt nachstehende Figur. Links der Kolben 
zur Dampfentwicklung mit Fiilltrichter und Steigrohr, dann der Zersetzungs- 
kolben mit Dampfeinleitungsrohr und Thermometerhiilse im Kolbenhals und 
einem Tropftrichter fiir die Zugabe des Perhydrols an dessen Riickwand. 
AnsechlieBend, in Schliffverbindung, das Quarzrohr mit dem Platinkontakt 
und der Kiihler. Ganz rechts die Eintauchvorlage, durch die eine gréBere 
Schichthéhe der vorgelegten Lauge erreicht wird, und die nach Beendigung 
der Gasentwicklung durch direktes Eintauchen des Kiihlerendes in die 
Porzellanschale ersetzt wird. Dadurch eriibrigt sich das hiufige Umhebern 


8) Hoskins u. Ferris, Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 8, 6 (1936). 
® G. Pfeiffer, Biochem. Z. 228, 146 (1930). 
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der Fliissigkeit von der Schale zur Vorlage. 
elektrische Heizplatte Verwendung. 


Uber den Fluorgehalt des menschlichen Blutes 55 
Zum Eindampfen findet eine 


Das zur Untersuchung gelangende Blut war mit Na-Citrat ungerinn- 


bar gemacht. Wir fiillten zu diesem Zwecke in Mefzylindern pro 90 cem 
Blut 2 cem einer 10°/,igen Na-Citratlésung und lieSen unter Schiitteln das 


Blut aus der Vene durch die Kaniile in das Gefi8 hineinlaufen. Nach Er- 
'reichung des vorgesehenen Volumens wurde die Na-Citrat-Blutmischung 


'_kriiftig geschiittelt. 


Die Blutprobe, z. B. 30 cem, wird in den Zersetzungskolben gebracht 


und unter Kihlung und Schiitteln werden tropfenweise 50 cem konzentrierter 


H,SO, hinzugefiigt. Dann wird die Vorlage mit 2 ccm einer 1 n-NaOH be- 
schickt, der Kolben auf 128° erwiirmt und mit der Zugabe von Perhydrol 


begonnen. Es darf nur ein miBiger Gasstrom den Kihler verlassen, und 


die Temperatur darf nicht iiber 140° ansteigen. Nach 1 Stunde ist die Zer- 
setzung beendet, wobei 50—60 cem Perhydrol verbraucht werden. Nun wird 
die Wasserdampfdestillation in Betrieb gesetzt und 2 Stunden durchgefiihrt. 
Das eingedampfte Destillat wird, wie bereits erwihnt, weiterbehandelt. 


Die Apparatur besitzt einen Fluorleerwert, der durch Blinddestillation 


ermittelt wird. Dieser Wert verdankt seine Entstehung einem gewissen 
'Fluorgehalt der Schwefelsiure, vielleicht sind es aber auch Spuren von 
| Schwefelsiiure, die ins Filtrat tibergehen und Fluor vortiiuschen. Auch die 
-1n-NaOH ist auf Fluor zu priifen. Die von uns verwandte NaQH-Merck 
' war fluorfrei. Der Fluorblindwert betrug bei uns mit ziemlicher Konstanz 13 y. 


Zum Extraktionsversuch wird die Blutprobe, in 80 ccm Athylalkohol 


gegossen, in eine Extraktionshiilse gebracht und 3 Stunden im ,,Soxhlet* 
' extrahiert. Die Hiilse wird vorher 2 Stunden mit Alkohol in demselben 
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Apparat ausgezogen. Der zur Extraktion verwandte Alkohol wurde dure | 
Analyse als fluorfrei gefunden. Nach beendeter Extraktion wird im Trocken.} 
schrank bzw. Wasserbad der Alkohol verdampft und getrennt und der Blut 
riickstand der Analyse unterworfen. 
Nachdem in Vorversuchen der quantitative Nachweis des Fluors gef 
sichert schien, haben wir in zehn verschiedenen Blutproben von Patiente,— | 
der Klinik, die klinisch als normal zu bezeichnen waren, Fluorbestimmungey f_ 
durechgefiihrt und auch dabei gréStenteils Analysen des Gesamtbluts, des 
Alkoholextrakts und des Riickstands nach der Alkoholextraktion durchgefiihrt, [ 
Gleichzeitig haben wir auch einer Reihe von Blutproben bestimmte Fluor. 
mengen hinzugefiigt. Uber die erhaltenen Ergebnisse berichten die folgenden } 
Tabellen, aus denen auch noch weitere Versuchsyeriinderungen erkennbar sind, f 


Blut I 
— ( 

Menge Zusatz |Gefundene| 

cem 7 F, y F, Yio 
a 30 — 25 40 
Extrakt 25 40 
Extrakt 25 40 : 

Blut II 
| 27,6 — 23 36 
Extrakt 2: 36 I 
Extrakt ae 34 25 

Blut II : 
Se 30 — 32 63 ( 
Extrakt 30) = | 25 40) 
20 23 
Extrakt 42,5 58 

Blut IV 
Gesamtblut,. ........ 20 21 40 

” 20 20 40 35 ( 

Extrakt OF 16 12 
Extrakt 9 30 29 

Blut V 
Gesamtblut. ........ 24 — 30 71 i 

Extrakt 9 30 71 ot 
Extrakt 9 9 41 
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Uber den Fluorgehalt des mensehlichen Blutes 57 


Ks ist also ersichtlich, daB unter den 
Bedingungen die Werte fiir das Gesamtfluor 


Blut VI 
Menge Zusatz | Gefundene 
Y- /o I 2 
ecm 7 F, vy F, 
Gesamtblut. 22 — 23 45 
me i 22 20 40,5 34 
Extrakt 1 20 31 
Extrakt 2 22 — 13 0 
Riickstand 16 14 
Extrakt 1 35 | 
Extrakt 2 22 20 13 32 
Riickstand 18 { 
Blut VI 
Gesamtblut. ...... 17,5 — 19 34 
Nachdestillat. ..... 20 27 0 
Nachdestillat. . ...... — 7 0 
Extrakt 2 On 1: 
Riickstand aus 20,5 16 2) 
Blut VUI 
Gesamtblut. 17,5 — 18 29 
20,0 — 19 30 
17,5 20 38 29 
Extrakt 9 18 29 
Blut IX 
Gesamtblut. . 17,5 26 74 
Nachdestillat . 20 27 0 
. 17,5 26 7 
17,5 20 43,5 60 
17,5 — 26 74 
‘ 17,5 20 46 7 
Blut X 
| Gesamtblut......... 18,4 18 27 
Nachdestillat. ....... 20 27 0 
Nachdestillat. . — 7 
Extrakt 18.4 14 5 


von uns eingehaltenen 
des normalen mensch- 


lichen Blutes sich zwischen 23—74 y-°/, bewegen. Weiterhin ist 
 deutlich erkennbar, daB sich 2 Fraktionen 
trennen lassen: Das alkohollésliche und das alkoholunlésliche Fluor. 


des Gesamtblutfluors 
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Eine GesetzmiBigkeit fiir die Verteilung des Fluors auf die beidey 
Fraktionen ist vorliufig noch nicht zu sehen. Immerhin ist jy 
vier von den untersuchten 9 Blutproben im Riickstand, also iy 
der alkoholunléslichen Fraktion, kein Fluor enthalten. Offenhar 
ist das ,organische“ Fluor im Blut viel gréBeren Verinderungen 
unterworfen als das ,,organische“ Jod. In den andern 5 Blut- 
sorten kénnen bis zu etwa 75°/, des Gesamtfluors in der alkohol- 
unléslichen Fraktion vorhanden sein. Es ist auch die Summe 
des Fluorgehalts der beiden Fluorfraktionen praktisch iiberein. 
stimmend mit der des Gesamtfluors. Weiterhin sehen wir, daf 
dem Blute zugesetztes Fluor (in Form von Natriumfluorid) prak- 
tisch wiedergefunden wird. Bei der Frage nach der Verteilung 
des zugesetzten — anorganischen — Fluors auf die beiden Frak- 
tionen ist ersichtlich, daB offenbar ein Teil des Fluors in der 
alkoholunléslichen Fraktion wieder erscheint. SchlieBlich sehen 
wir, da die unter unsern Bedingungen durchgefiihrte Destillation 
volistindig ist. Bei der Nachdestillation wird kein Fluor wieder- 
gefunden. Ebenso ist auch die Alkoholextraktion eine vollstindige. 
Denn ,,Extrakt 2“ ist fluorfrei. 

Wir glauben, das Methodische zur Bestimmung des Fluors 
im menschlichen Blut gelést und den Nachweis, daB in einigen 
Fallen das Fluor im menschlichen Blut in einer alkoholléslichen 
und einer alkoholunléslichen Form vorhanden ist, gebracht zu 
haben. Wie weit nun Verinderungen des Gesamtfluors und der 
Fluorfraktionen im menschlichen Blut unter den verschiedenen 
pathologischen Bedingungen auftreten, ist durch weitere Unter- 
suchungen zu kliren. 


Zusammenfassung 


Die von Kraft und May beschriebene Bestimmung des Fluors 
im menschlichen Blut ist in einigen Punkten abgeindert worden. 
Mit Hilfe dieser Abinderungen sind niedrigere Blutfluorwerte er- 
halten als sie Kraft und May mitteilten. Wir fanden in zehn 
normalen menschlichen Blutproben Werte zwischen 27—74 y-°/,. 
Das Gesamtfluor 148t sich in 2 Fraktionen aufteilen, die alkohol- 
lésliche und die alkohclunlisliche Fraktion. 
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Berichtigung zur Arbeit: 
Die experimentelle Avitaminose A beim Menschen 
Von 
K.-H. Wagner 
Mit 1 Figur im Text 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1940) 


In Tab. 7 auf S. 165 muB der Wert bei der Versuchsperson 
Ma. nach 6 Minuten 370 und nicht 3700 heifen. 

Auf 8.168, 5. Zeile von oben wird Fig. 8 in Fig. 8a um- 
bezeichnet, die Fig. 8a, welche bisher fehlte, wird beigefiigt. 


{Nov 1Dez 1Febr 1Mérz 1April 1Mai Juni Weli 


Fig. 8a 


Thrombocyten-Anzahl in emm nach Jiirgens in der Zeit vom 1. Nov. 1938—31. Juli 1939 


Weiterhin habe ich AnlaB darauf hinzuweisen, daf der erste 


| Satz meiner Arbeit auf S. 153 vielleicht nicht ganz korrekt ab- 
gefaBt ist. Ich hitte zwischen ,noch nicht“ und_ ,,durchgefiihrt“ 
die Worte ,.mit der nétigen Vollstandigkeit“ einfiigen kénnen. DaB 
ich nicht die Absicht hatte, den Selbstversuch von Drigalski’s 
Zu verschweigen, geht daraus hervor, daB ich ihn auf 8. 171 sehr 
ausfiihrlich besprochen habe. 


) Diese Z. 264, Heft 3/4, S. 153 (1940). 
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Berichtigung 
zu H. Erxleben und H. Herken, Diese Z. 264, 240 (1940) 


Auf §, 240, im Titel statt Beitriige lies: Beitrag 
», §. 242, Zeile 1 von oben ist hinter Erkrankungen einzufiigen: des 
, 18 ,,  ,, ist hinter Leberhilus Komma zu streichen 


» 8.242, ,, 20 ,, ,, statt grauweise lies: grauweiBe 
statt genommen lies: gewonnen 
» 9. 246, letzte Zeile der FuBnote ist anzufiigen: 264, 8. 198 und 
besonders 206 (1940) 


, S. 248, Zeile 5 von oben statt —+ lies: =+ 
ist Prof. Nieuwenhuijse zu streichen 
»  statt 413 lies: 412 


Berichtigung 
zu H. Herken und H. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940) 
Auf S. 253, letzte Zeile der Tab. II lies bei Ca. recti: m/80 statt m/40 


Berichtigung 


zu Kurt Wachholder und Alice Okrent, 
Diese Z. 264, 254 (1940) 


Auf §S. 255, 3. Zeile von unten lies: ,,Versuchen“ statt ,,Zusatzversuchen* 
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